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Prevaléncia molecular e serolégica de Coxiella burnetii em exploracbes de bovinos

leiteiros em Rio Mau, Vila do Conde

Resumo

A Coxiella burnetii € uma bactéria gram-negativa, intracelular obrigatéria, responsavel
pela febre Q nos humanos e coxielose nos animais. A febre Q € uma doenga zoondtica de
distribuicdo mundial caracterizada pelo seu pleomorfismo clinico, sendo que nos ruminantes as
manifestagdes da coxielose ocorrem maioritariamente a nivel reprodutivo.

De forma a avaliar a prevaléncia molecular e serolégica de Coxiella burnetii, foram
recolhidas amostras de leite do tanque (BTM) de 25 exploragbes de bovinos leiteiros na regiao
de Rio Mau, Vila do Conde, e submetidas a testes de Polymerase Chain Reaction (PCR) e
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Adicionalmente, foi efetuado um inquérito a cada
produtor relacionado com as condigdes das exploragdes e salde dos efetivos.

Das 25 exploragbes, 14 (56,0%) foram positivas para o PCR e 17 (68,0%) para o ELISA.
Apés analise da relagao entre os fatores avaliados nos inquéritos e a positividade dos testes, ndo

se verificaram associagoes estatisticamente significativas.

PALAVRAS-CHAVE: Prevaléncia; Coxiella burnetii; Bovinos leiteiros; BTM; Rio Mau



Molecular and serological prevalence of Coxiella burnetii in dairy cattle farms from Rio
Mau, Vila do Conde

Abstract

Coxiella burnetii is an obligate intracellular gram-negative bacterium, responsible for Q
fever in humans and coxielosis in animals. Q fever is a worldwide zoonotic disease with a
pleomorphic clinical presentation in humans, while coxielosis is mostly associated with
reproductive disorders in ruminants.

To assess the molecular and serological prevalence of Coxiella burnetii, Bulk tank milk
(BTM) samples were collected from 25 dairy cattle farms in Rio Mau region, Vila do Conde, and
submitted to Polymerase Chain Reaction (PCR) and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) testing. Additionally, a survey was conducted regarding the biosecurity measures
implemented in said farms and the health of the herds.

Out of 25 farms, 14 (56,0%) tested positive for PCR and 17 (68,0%) for ELISA. Regarding
the survey, no statistically significant associations were found between the individual factors

evaluated and the positivity of the tests.

KEYWORDS: Prevalence; Coxiella burnetii; Dairy cattle; BTM; Rio Mau
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. Revisao bibliografica

1 Introdugdo: Uma abordagem histérica a febre Q

1.1 Brisbane, Queensland

Em agosto de 1935, Edward Holbrook Derrick, diretor do Laboratério de Microbiologia e
Patologia do Departamento de Saude de Queensland, foi chamado a investigar um surto de
doenga febril em trabalhadores de matadouro em Brisbane.!? Dada a sua natureza desconhecida
e o facto de apenas se ter verificado em trabalhadores destes estabelecimentos, passou a ser
designada de abattoir fever ou “febre do matadouro”.?

A primeira vista, os sintomas eram semelhantes aos observados em situagdes de febre
tifoide, mas a evolugdo da doenca era diferente, dado que os pacientes apresentavam melhorias
consideraveis num espago de tempo mais curto.> Apds uma investigagio inicial, Derrick
descobriu que os primeiros casos ocorreram em 1933 num matadouro central, onde se procedia
a maioria dos abates de animais na area de Brisbane, sendo que nos 30 meses subsequentes
se verificaram pelo menos 20 casos entre os 800 trabalhadores desse estabelecimento. No
entanto, em matadouros mais antigos, incluindo um adjacente ao afetado, ndo ocorreu qualquer
caso. A diferenga crucial entre os estabelecimentos ndo afetados e o matadouro central
assentava no facto de os primeiros apenas procederem ao abate para exportacdo, sendo que o
ultimo também procedia ao fornecimento de carne para consumo doméstico, sendo que Derrick
s conseguiu entender a sua importancia anos mais tarde.?3 De seguida, de forma a identificar
a espécie responsavel por transmitir a doenca, assim como o local onde a incidéncia de casos
era maior, Derrick analisou todas as sec¢des do matadouro nas quais trabalhavam os operadores
afetados, concluindo que em todos os departamentos se verificaram casos positivos, com alguns
dos trabalhadores a contactar com bovinos, porcos ou ovelhas.®# Apesar de n&o ser possivel
retirar muitas conclusdes, verificou-se que o departamento com o maior nimero de casos era o
local onde as visceras eram recolhidas, fervidas e convertidas em fertilizante.®

No seguimento de vaérios testes serolégicos e culturas de sangue negativos, Derrick
decidiu inocular sangue e urina de pacientes afetados em porquinhos-da-india, acabando estes
por manifestar febre cerca de uma a duas semanas apos a inoculagdo. No seguimento destas
experiéncias, observou-se que a transferéncia de sangue ou emulsées de tecido hepatico ou
esplénico destes animais febris para animais saudaveis, que nunca tinham contactado
previamente com a doenca, também levou a manifestacdes de febre, o que permitiu concluir que
se tratava duma doenca infeciosa. Por sua vez, a inoculagao de material proveniente de animais
infetados em animais recuperados provou-se incapaz de reproduzir os sinais clinicos esperados,
0 que indicava que se teria desenvolvido algum tipo de imunidade especifica apds o primeiro
contacto.

Derrick definiu entdo a sua estratégia, inoculando sangue e urina de pacientes afetados
em dois porquinhos-da-india, um nunca previamente infetado e o outro ja recuperado,
constatando precisamente que o primeiro desenvolveu febre, ao contrario do ultimo, confirmando

assim o diagnostico.?



Apesar de todo o progresso, Edward Derrick encontrou dificuldades em isolar o agente
etioldgico, sendo que ndo conseguia observar qualquer microrganismo em esfregagos de
sangue, figado ou bago de porquinhos-da-india infetados, nem obter culturas positivas, pelo que
concluiu que a doenga seria de origem viral.> Para confirmar as suas suspeitas, Derrick enviou
material infecioso para Frank Macfarlene Burnet e Mavis Freeman, ambos colegas no Walter and
Eliza Hall Institute, em Melbourne. Estes, por sua vez, foram bem sucedidos em reproduzir a
infecdo em ratos e macacos, conseguindo eventualmente isolar e observar numerosos
cocobacilos intra e extracelulares semelhantes a riquétsias.?3

Procurando identificar o agente etioloégico, Burnet solicitou amostras de sangue de
pacientes e animais afetados com a maioria das riquetsioses conhecidas, constatando que todos
os testes de aglutinagdo com emulsdes de Rickettsia burnetii, nome atribuido na época ao agente
causador da “febre do matadouro”, se revelaram negativos, o que indicava que se tratava de um
microrganismo diferente de todos os testados.®

Derrick, por sua vez, procurava encontrar um nome que melhor se adequasse a esta
nova doenga, dado que, para além de ser pouco popular com a industria da carne, “febre do
matadouro” era uma designagao incorreta, uma vez que ja tinham sido reportados casos em
pacientes sem ligagbes a estes estabelecimentos. Com alguma dificuldade, Edward Derrick
decidiu apelidar esta nova doenga de Q fever, de query, que significava precisamente “o
desconhecido”, publicando o primeiro artigo relacionado com a febre Q em 1937, onde descreveu

0s seus ensaios clinicos e experiéncias com animais.?

1.2 Hamilton, Montana

Simultaneamente, na primavera de 1935, Gordon Davis, microbiologista no Laboratério
de Rocky Mountain, em Hamilton, Montana, investigava um agente infecioso obtido a partir de
um grupo de 200 carragas (Dermacentor andersoni), recolhidas em Nine Mile, Montana."®

Estas tinham sido divididas em quatro grupos de 50, com cada grupo colocado numa
capsula acoplada a barriga de um porquinho-da-india, de forma que as carragas se alimentassem
do mesmo. Dos quatro porquinhos-da-india, um morreu no segundo dia, de causa desconhecida,
outro desenvolveu febre e os restantes apresentaram-se afebris. Seguidamente, foi retirado
sangue do animal afetado, por pungéo intracardiaca, sendo este transferido para os dois animais
restantes, por via intraperitoneal. O dador acabou por morrer sete dias apds a recolha, tendo os
outros dois animais desenvolvido febre de 40,4°C e 40,6°C ao 4° dia ap6s a inoculagéo, que se
demonstrou presente até a morte de ambos ao 14° e 17° dia, respetivamente.®

De forma a isolar e identificar o agente causador da “febre de Nine Mile”, como ficou
apelidada, Herald Cox, também microbiologista, associou-se a Davis, desenvolvendo varias
formas de transmitir e reproduzir a doenga em novos pacientes. Em 1937, apds inocular
porquinhos-da-india com suspensoes de tecido esplénico de animais previamente infetados por
via subcutanea, Cox decidiu estudar o exsudado inflamatério provocado pela inoculagao,

conseguindo entdo observar varios microrganismos intra e extracelulares, semelhantes a



riquétsias.? No ano seguinte, Cox procedeu a inoculagdo de material infecioso diretamente na
membrana do saco vitelino de ovos de galinhas férteis, tendo sido bem sucedido na propagagao
da infegéo e podendo observar milhares de microrganismos.'?

As noticias do seu sucesso chegaram a Rolla Dyer, médico infeciologista no National
Institutes of Health, em Washington, DC, que por sua vez se demonstrava cético em relagéo a
veracidade da informacgao reportada por Cox. Apés visitar as instalagdes em Montana e estudar
os dados obtidos, Dyer chegou a conclusao de que Cox estava certo. Nos cinco dias em que
esteve no laboratério, Dyer manipulou porquinhos-da-india infetados, tendo também inoculado
ovos de galinhas férteis, sem qualquer tipo de acidente aparente. No entanto, assim que retornou
a Washington, Dyer desenvolveu febre, suores noturnos excessivos e dores articulares durante

varios dias.?

1.3 A ponte entre Australia e Estados Unidos da América

Dado que Rolla Dyer desenvolveu uma febre apds a sua visita ao Laboratoério de Rocky
Mountain, a possibilidade de esta ter como causa o agente da “febre de Nine Mile” era elevada,
pelo que se procedeu a realizagao de varios testes para o isolar e identificar. Recolheu-se sangue
de Dyer na fase aguda da sua doenga, o qual foi posteriormente inoculado em porquinhos-da-
india, que acabaram por manifestar febre nos seguintes dias. Apés a recolha de amostras de
bago dos animais infetados, observaram-se microrganismos semelhantes a riquétsias.” Testes
de imunidade cruzada com microrganismos obtidos em Montana confirmaram entdo que Dyer
tinha desenvolvido “febre de Nine Mile”.2

No entanto, o agente causador da doenga ainda se encontrava por identificar. Varios
testes em animais foram realizados, mas nenhum obteve sucesso, sendo que o agente causal
da “febre de Nine Mile” parecia ser diferente de todos os microrganismos ja estudados. Em abril
de 1938, Burnet enviou a Dyer amostras de bago de ratos infetados com o agente causal da
febre Q. Estas amostras, quando inoculadas em porquinhos-da-india, manifestaram a resposta
caracteristica. Posteriormente, Dyer procedeu a inoculagdo de cinco desses mesmos animais,
agora com o agente causal da “febre de Nine Mile”, sendo que nenhum manifestou febre. Isto
era entdo indicativo de que os agentes causadores da “febre de Nine Mile” e da febre Q nao
eram dois microrganismos distintos, mas sim o mesmo."?

Mais tarde, Dyer constatou que o seu soro aglutinava os microrganismos causadores da
febre Q e estudos em porquinhos-da-india demonstraram imunidade cruzada completa entre os
agentes causais das duas doengas.” Burnet acabou por confirmar as observagdes de Dyer,

afirmando que os dois microrganismos eram imunologicamente idénticos.?8

1.4 Nomenclatura

Tendo em conta que a febre Q era diferente de todas as outras riquetsioses conhecidas,

Derrick achou necessario classificar este novo microrganismo. Rickettsia burneti foi entdo a



nomenclatura sugerida, que publicou em 1939, de forma a honrar Burnet, uma vez que este foi
o primeiro a isolar o agente etioldégico com sucesso.®

Esta designagdo prevaleceu até 1948, tendo sido eventualmente atribuido um novo
Género a bactéria, uma vez que esta possuia caracteristicas diferentes das riquétsias,
nomeadamente a capacidade de atravessar filtros onde muitas das restantes ficavam retidas.

Assim, surgiu a designagdo de Coxiella burnetii, em honra de Cox e Burnet.?'0

1.5 Importancia da febre Q na atualidade

A febre Q é uma doenga de notificagdo obrigatéria na Europa, estando integrada na lista
de Doengas de Declaragdo Obrigatdria da Diregédo Geral da Saude desde 1999, em Portugal.'"'2
Dada a elevada variedade de sintomas e apresentagdes clinicas, assim como o tempo desde a
exposigdo a C. burnetii e o inicio da sintomatologia, a incidéncia de febre Q em humanos é
subdiagnosticada. Esta permanece uma doenga pouco compreendida, variando de formas
subclinicas a manifestagdes severas, com resultados potencialmente fatais."

A nivel das espécies pecuarias, a Coxiella burnetii também se encontra amplamente
distribuida, tendo a sua prevaléncia vindo a aumentar nos ultimos anos. Muitas vezes
negligenciada em diagndsticos diferenciais, a coxielose pode persistir numa exploragdo e,
consequentemente, causar prejuizos elevados a longo prazo para o produtor. Nos Paises
Baixos, duas exploracdes de caprinos leiteiros diagnosticadas com coxielose levaram a
ocorréncia do maior surto em humanos alguma vez observado, registando-se 4026 casos de
febre Q entre 2007 e 2010, e estimando-se que, nas areas mais afetadas, até 15% da populagéo
possa ter sido infetada (Figura 1)."®'® Adicionalmente, nos trés anos apés o inicio do surto, foram
registadas 19 mortes, 732 hospitalizacées, abatidos aproximadamente 60 000 caprinos e
vacinados cerca de 500 000 animais. De forma a avaliar o impacto socioeconémico deste surto,
considerando os fundos despendidos em cuidados de saude, a perda de qualidade de vida da
populacdo infetada e a implementacdo de medidas de controlo da doenga, varios estudos

apontam para um prejuizo estimado de 161 a 600 milhées de euros.'”'®
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Figura 1 - Incidéncia anual de febre Q aguda por municipio e localizagdo das exploragées infetadas, no
periodo de 2007 a 2010, nos Paises Baixos. BTM: leite de tanque (Adaptado de °)



2 Caracterizagao do agente etiologico

2.1 Taxonomia

Tendo em conta a sua incapacidade de crescer em meios de cultura axénicos e o facto
de ter sido isolada a partir de carragas, a C. burnetii foi inicialmente integrada na familia
Rickettsiaceae, juntamente com os géneros Rickettsia e Rochalimaea. Mais tarde, estudos
filogenéticos comprovaram, através de sequenciagao de genes (16S rRNA), que Coxiella burnetii
pertence ao filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem Legionellales e familia
Coxiellaceae. Os seus parentes filogenéticos mais proximos incluem Legionellae spp, Francisella
tularensis e Rickettsiella spp, sendo que todas estas bactérias apresentam a capacidade de se

multiplicar no interior de outras células (Figura 2).1920

Proteobacteria Grupos
Francisella tularensis
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Rickettsia rickettsii
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Figura 2 - Arvore filogenética representativa das relagées de C. burnetii com outras espécies
pertencentes ao filo Proteobacteria, obtida através de sequenciagdo de genes (16S rRNA)’

2.2 Morfologia

A Coxiella burnetii € uma bactéria gram-negativa, intracelular obrigatéria, de pequenas
dimensdes, com cerca de 0,2 a 0,4 um de largura e 0,4 a 1,0 um de comprimento. Assume a
forma de um pequeno bastonete pleomérfico e, apesar de apresentar uma membrana celular
semelhante a outras bactérias gram-negativas, raramente é corada pela técnica de Gram, sendo
o método de Gimenez o mais utilizado para o efeito."

A sua parede celular divide-se em duas membranas, uma externa e uma interna, sendo
que a externa € principalmente constituida por fosfolipidos, lipopolissacaridos (LPS) e proteinas.
As duas membranas sdo separadas por uma camada de peptidoglicanos, que adera a face
interior da membrana externa, e pelo espaco periplasmatico, como podemos observar na Figura
3_21
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Figura 3 - Estrutura da parede celular de Coxiella burnetii. (Adaptado de 27)
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No decorrer do seu ciclo de desenvolvimento, & possivel observar trés formas
morfologicamente distintas por microscopia eletrénica, sendo estas as large cell variants (LCV),
small cell variants (SCV) e small dense cells (SDC).?"

As LCV correspondem a forma intracelular e metabolicamente ativa da bactéria, podem
atingir 1,0 um de comprimento, s&o mais pleomorficas e apresentam filamentos de cromatina
dispersos pelo citoplasma. Por sua vez, as SCV e SDC correspondem as formas extracelulares,
de menores dimensdes, altamente resistentes as pressdes ambientais como choque osmético,
temperaturas elevadas, dissecagdo, radiagdo ultravioleta e a varios desinfetantes. Estas
variantes também se distinguem das LCV pela conformagao da cromatina, que se apresenta
condensada ao invés de dispersa. As SDC representam um subpopulagao de bactérias com
maior estabilidade que as SCV, sendo visualizadas como endosporos resultantes da lise de
algumas LCV durante o decorrer do ciclo de desenvolvimento da bactéria.?

No entanto, foi reportado que as SDC nao sao suscetiveis aos corantes utilizados para
esporos, nem sao detetadas em testes para o acido dipicolinico, um marcador tradicional dos
esporos bacterianos. A hipétese das SDC se diferenciarem em SCYV ja tera sido abordada, mas,
tendo em conta que estas particulas ainda nao foram isoladas e purificadas, ndo foi possivel
comprova-lo.?

Estas trés variantes, representadas na Figura 4, formam-se consoante as necessidades
da bactéria, conferindo-lhe assim a capacidade de sobreviver dentro e fora da célula

hospedeira.?'-24.25



Figura 4 - Visualizagao das trés variantes de C. burnetii por microscopia eletronica. (A) SCV purificadas,
sendo possivel observar a caracteristica cromatina condensada. (B) LCV purificadas, observando-se a
cromatina dispersa pelo citoplasma. (C) LCV purificadas com presenga de particulas semelhantes a
endosporos, SDC (setas pretas), num dos seus polos. Escala = 2 um.?%

2.3 Variagao antigénica

Tal como se observa em bactérias da familia Enterobacteriaceae, a C. burnetii sofre
alteragbes a nivel do seu grau viruléncia através de um processo de truncagéo dos LPS,
designado de variagéo de fase. Esta resulta de mutagdes gendmicas e, ao contrario do que se
observa noutras bactérias gram-negativas, € um processo irreversivel onde ocorre a transi¢ao
de uma forma virulenta de fase |, com LPS liso, para uma forma avirulenta de fase Il, com LPS
truncado.?”

O LPS de fase | da C. burnetii contém quantidades significativas de dois sacarideos a
nivel do antigénio O, virenose e dihidrohidroxistreptose, os quais ndo estéo presentes no LPS de
qualquer outra bactéria, servindo como biomarcadores Unicos deste microrganismo.?®?° Esta
descrito que, quando ocorre a mudanca de fase, o LPS das bactérias de fase | reduz
gradualmente a sua cadeia de polissacaridos O. Em mapeamentos genéticos relativos a
biossintese deste antigénio em estirpes Nine Mile de fase Il de C. burnetii, verificou-se uma
delecdo de grandes grupos de genes, havendo, no entanto, alguns isolados sem nenhuma
delecéo aparente.®°

O LPS de fase Il contém o lipido A e alguns sacarideos estruturais, tal como se verifica
no LPS de fase I, mas nao apresenta o antigénio O. Estas alteragdes a nivel da estrutura do LPS
durante o processo de variagdo de fase parecem ser responsaveis pela perda de viruléncia da
bactéria.?

As bactérias de fase | sdo encontradas naturalmente em animais, artrépodes e humanos
infetados. Nesta fase, a C. burnetii € capaz de interferir com a resposta imune da célula
hospedeira, sobrevivendo e multiplicando-se no seu interior, correspondendo, portanto, a forma
infeciosa. Por sua vez, as bactérias de fase Il apresentam baixa infecciosidade, sendo apenas




obtidas em laboratério apés véarias passagens em culturas de células ou ovos embrionados. A

relevancia desta forma em infegdes naturais permanece questionavel.'*?

2.4 Células suscetiveis e ciclo de vida

A C. burnetii pode ser cultivada in vitro, em células de rato semelhantes a macréfagos,
em fibroblastos e em células Vero, L-929, HEL, BHK-21, HeLa e CHO, ou in vivo, em ovos
embrionados e animais de laboratério como ratos e porquinhos-da-india. Em humanos e animais,
a bactéria apresenta tropismo para as células do sistema mononuclear fagocitario, como
macrofagos alveolares e células de Kupffer do figado, sendo menos frequentemente observadas
em pneumacitos, fibroblastos e células endoteliais. A Coxiella burnetii € um dos microrganismos
mais infeciosos que se conhece, sendo que, uma a dez bactérias viaveis sédo suficientes para
provocar uma infecdo sintomatica em porquinhos-da-india, servindo estes como o modelo mais
adequado para estudar os sintomas de febre Q em humanos."*?

A infecao inicia-se com a entrada de SCV na célula hospedeira eucariética, tipicamente
monocitos/macréfagos alveolares, por fagocitose e endocitose dependente de microfilamentos,
mediada pela integrina avB3 e pelo recetor do complemento 3 (CR3).333* A integrina avp3
encontra-se tipicamente envolvida na remogao de células apoptéticas, estando este processo
associado a uma inibigdo da inflamagéo. Como tal, ao ligar-se a este recetor, a Coxiella burnetii
€ capaz de tirar partido deste mecanismo e assim evitar a indugdo de um processo inflamatério
durante a invas&o da célula hospedeira, permitindo a bactéria escapar ao sistema imunitario.3®
No caso de células néo fagocitarias, que ndo possuem estes recetores especificos, a presenga
da proteina de membrana OmpA comprovou ser essencial para que a invasao celular por C.
burnetii possa ocorrer.3*

Como referido anteriormente, a Coxiella burnetii demonstra alteragdes a nivel do LPS
durante o processo de variagao de fase, sendo que estas estao diretamente relacionadas com a
capacidade do microrganismo de encobrir a sua membrana externa. Gragas ao seu LPS
completo, as bactérias de fase | conseguem impedir a ligagdo de anticorpos contra as suas
proteinas de superficie e camuflar os seus recetores toll-like (TLR), impossibilitando o seu
reconhecimento pelas células dendriticas.3. Esta descrito que a interagdo de Coxiella burnetii
de fase | com mondécitos THP-1 é capaz de provocar nestas células uma reorganizagao profunda
do citoesqueleto de actina e induzir a formacao de protusdes membranares no local de adesao,
algo que néo se verifica com bactérias de fase Il. O LPS de fase | podera entao ter a capacidade
de inibir a interagdo do microrganismo com recetores CR3 dos macréfagos, tornando o processo
de fagocitose menos eficiente.*®

Apesar da reorganizagdo de actina ser um mecanismo utilizado por varios agentes
patogénicos para aumentar a eficiéncia da internalizagao pela célula hospedeira, verifica-se que
as variantes virulentas sdo fagocitadas de forma menos eficiente que as variantes avirulentas.

Isto deve-se ao facto da C. burnetii de fase Il ndo interferir com a atividade do recetor CR3, uma



vez que nédo induz alteragdes a nivel do citoesqueleto de actina. No entanto, assim que séo
fagocitadas, as variantes avirulentas sdo, eventualmente, eliminadas pelos mondcitos.*”

Do processo de fagocitose resulta a formagao do fagossoma, que, apdés maturagéo e
fusdo com o lisossoma, da origem a um compartimento muito semelhante a um fagolisossoma,
denominado vacuolo parasitéforo (VP) ou coxiella-containing vacuole (CCV), o qual se encontra
representado na Figura 5.3 Este compartimento apresenta caracteristicas essenciais para a
atividade metabdlica e replicagédo de C. burnetii, tais como pH acido de aproximadamente 4,5 e
a presenga de enzimas proteoliticas, sendo capaz de se fundir com endossomas,
autofagossomas e outros CCVs para facilitar a sua expans&o e maturag&o.*“° Dado que o VP
de C. burnetii ndo é passivamente permeavel a pequenas moléculas, as interagdes precoces
com autofagossomas sdo essenciais para fornecer as bactérias os aminoacidos e sacarideos
necessarios para regular o seu metabolismo e iniciar o processo de diferenciagdo das SCV em
LCV, sendo que interagbes mais tardias permitem fornecer os metabolitos necessarios para que
as LCV possam replicar-se. Adicionalmente, tendo em conta que a Coxiella burnetii € incapaz de
sintetizar a membrana do seu proprio VP, multiplos eventos de fusdo com autofagossomas e
vacuolos endolisossomais sdo essenciais para garantir a integridade da parede do VP a medida

que este aumenta gradualmente o seu volume.

Figura 5 - Vacuolo parasitéforo de Coxiella burnetii. (A) Observagdo de varios vactolos parasitoéforos
(setas brancas) por microscopia de contraste de fase numa célula Vero infetada, quatro dias pos infegéo.
(B) Observagéo de um vacuolo parasitoforo de grandes dimensbes por microscopia eletrénica de
transmissdo numa célula Vero infetada, quatro dias pés infe¢do. O nicleo da célula hospedeira (N)
encontra-se empurrado para a periferia da célula pelo VP.%°

Apo6s entrada na célula e acidificagdo do meio, segue-se entdo uma fase lag de
aproximadamente dois dias, onde as SCV sofrem um processo de diferenciagao. Por sua vez,
as LCV resultantes iniciam o processo de replicagao, por divisdo binaria, numa fase log de cerca
de quatro dias e com um tempo de geragao préoximo de 11 horas. Seis dias apds a entrada da
C. burnetii na célula hospedeira, as LCV iniciam um novo processo de diferenciagao, sendo que,
ao 8° dia, praticamente metade da populagdo bacteriana se encontra novamente na forma de

SCV. Por fim, ao 12° dia, o CCV ja se apresenta praticamente preenchido por SCV, tendo



consumido quase todo o volume da célula hospedeira, ocorrendo eventualmente a lise celular e

libertag&o das SCV para que o ciclo se possa repetir (Figura 6).26:383°
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Figura 6 - Ciclo de vida de Coxiella burnetii. Uma célula hospedeira fagocita as SCV, ficando estas
associadas a membrana de um endossoma (0-1 h). Apés acidificagao do vacuolo, as SCV diferenciam-se
em LCV e estas iniciam o processo de replicagdo. Por volta do sexto dia pés infecdo, as LCV retornam a
forma de SCV, até que o VP se apresente praticamente preenchido por estas. Da-se entéo a lise celular,

com libertagdo das SCV para o ambiente. (Adaptado de *°)

As SCV nao aparentam ser formas replicativas, uma vez que a fase lag € caracterizada
principalmente pela diferenciagdo das SCV em LCV, apenas reaparecendo novamente em
numeros significativos no inicio da fase estacionaria. Pelo contrario, as LCV s&o tidas como as
responsaveis pela replicagao de C. burnetii, dado que s6 se observam quase exclusivamente na
fase de crescimento exponencial. A replicagao parece terminar assim que surgem novamente as
formas de SCV apos a diferenciagio das LVC.2641

Por sua vez, as SDC apresentam-se como estruturas semelhantes a endésporos, sendo
libertadas apds divisdo binaria ou lise de algumas LCV, abandonando a célula hospedeira em
simultdneo com as SCV.??> As SDC poderao ter a capacidade de se diferenciar em SCV mas

ainda n&o foi possivel comprova-lo.?®
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3 Epidemiologia

3.1 Reservatorios

A febre Q é uma zoonose com distribuicdo mundial, exceto na Nova Zelandia, contando
com um grande ndmero de reservatorios, incluindo mamiferos, aves, répteis e artropodes,
nomeadamente carragas.*?43

Os ruminantes domésticos como vacas, ovelhas e cabras constituem a principal fonte de
infecdo para os humanos, sendo a detegdo e monitorizagdo de rebanhos infetados muito
importante no controlo da doenga.** Dados epidemioldgicos indicam que as infegdes cronicas se
verificam mais frequentemente em vacas leiteiras do que em ovelhas e, como tal, das principais
fontes de infeg&o para os humanos, os bovinos poderdo constituir a mais importante.’

As infegbes por Coxiella burnetii tém sido reportadas com menos frequéncia noutros
mamiferos domésticos, como é o caso dos cavalos, coelhos, porcos, bufalos, camelos, ratazanas
e ratos.**~>! Apesar das evidéncias serologicas de infegéo reportadas ao longo dos anos, o papel
dos cavalos como reservatorio de C. burnetii ainda n&o foi adequadamente estudado.>?

O coelho-europeu (Oryctolagus cuniculus), nativo da Peninsula Ibérica e introduzido na
Australia, Nova Zelandia, Chile e Argentina, assim como outras espécies de coelhos com
distribuigdo mundial, representam um grande reservatério de C. burnetii. Isto deve-se
principalmente a trés caracteristicas ecoldgicas especificas, sendo elas a grande densidade
populacional, o comportamento gregario e as elevadas taxas de reprodug&o.*6-53

Relativamente aos suinos, os estudos realizados sobre o seu papel na epidemiologia de
Coxiella burnetii sdo limitados. Apesar da presenca de anticorpos em amostras de soro ter
permitido confirmar a sua suscetibilidade a infegdo, ainda ndo existem grandes evidéncias que
os porcos tenham um papel ativo como reservatério de C. burnetii. Adicionalmente, a transmisséo
de C. burnetii de porcos para humanos ainda n&o foi comprovada.*’

O bufalo-asiatico (Bubalus bubalis) representa uma espécie pecuaria de grande
importancia global, uma vez que produz leite de alta qualidade, sendo também procurado pela
sua carne e couro.®® A prevaléncia de febre Q nestes animais ja tera sido reportada em varios
paises, nomeadamente india e Egito, mas a sua importancia econémica e veterinaria permanece
por esclarecer.%?%

O dromedario (Camelus dromedarius) constitui uma importante fonte de proteina para
populagdes humanas em regides aridas e semiaridas de Africa. No Quénia, a populagéo destes
animais tem vindo a crescer consideravelmente ao longo das ultimas décadas, o que se traduz
num maior risco de transmissao de doengas para os humanos, dado que estes animais podem
representar um reservatorio para varios agentes etiolégicos com potencial zoonético, como
Coxiella burnetii.>®* Em estudos recentes, constatou-se que a seroprevaléncia de anticorpos anti-
C. burnetii nos dromedarios aumenta consideravelmente com a sua idade, ainda que a taxa de
contagio entre individuos do mesmo grupo ndo aparente ser muito alta. Este aumento podera

ser justificado pela maior exposigdo a carragas no ambiente.558
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As carragas desempenham um importante papel epidemiolégico nos ciclos selvagens e
peridomésticos de Coxiella burnetii, sendo que a bactéria ja foi isolada em mais de 40 espécies
da Familia Ixodidae e em pelo menos 14 espécies da Familia Argasidae. Apesar de ndo estarem
frequentemente envolvidas em surtos nos ruminantes domésticos e em humanos, as carragas
aparentam ser importantes na transmissao da bactéria entre outros vertebrados, como roedores,
aves selvagens e lagomorfos.>® Desde que a C. burnetii foi isolada pela primeira vez a partir de
uma carraga (Dermacentor andersonii), varios estudos experimentais permitiram comprovar que
a transmissao horizontal do agente para mamiferos, a partir de carragas, era possivel. Apesar
da transmissdo transestadial se verificar na maioria das espécies estudadas, a transmissao
vertical raramente foi reportada.®® Deve ter-se em conta que, para que uma carraga possa ser
considerada um vetor competente, esta necessita de cumprir trés requisitos principais: (i)
demonstrar a capacidade de adquirir C. burnetii a partir de um animal infetado, (ii) transmitir a
infecdo de larva até ao estado adulto, e (iii) ser capaz de transmitir C. burnetii a um novo animal.
No entanto, vetores considerados competentes em condigdes de laboratério podem nao
demonstrar as mesmas capacidades de transmitir a infecdo em condigbes naturais, uma vez que
a densidade populacional, preferéncia de hospedeiro, frequéncia de alimentagdo e algumas
restricdes ambientais podem ter impacto na disseminacao do agente. Isto podera ser o caso para
Coxiella burnetii.®!

No que diz respeito aos animais de companhia, estes sdo capazes de transmitir pelo
menos 40 doengas a humanos, seja de origem viral, bacteriana, flngica ou parasitaria.®? Os cées
e os gatos estdo descritos como causa de surtos de febre Q em humanos, sendo que a
seroprevaléncia de Coxiella burnetii reportada varia consideravelmente entre paises.®*% No
Japao, os gatos sao considerados um dos reservatorios de C. burnetii mais importantes, dada a
natureza assintomatica das infegbes nestes animais, tendo sido demonstrado que gatos de rua
apresentam uma seropositividade de anticorpos anti-C. burnetii consideravelmente mais elevada
do que gatos domésticos. Estes dados indicam que o ambiente onde os animais se inserem esta
diretamente relacionado com a prevaléncia da infeg&o por C. burnetii.®” Estudos realizado em
caes na Australia demonstraram que uma maior seropositividade podera estar relacionada com
o contacto destes animais com a fauna selvagem, espécies pecuarias e carragas.® Ainda que
os ruminantes domésticos constituam a principal fonte de infegdo em humanos, os animais de
companhia parecem ser responsaveis por um numero crescente de surtos, tendo sido proposto
que, em determinadas regides, o papel de caes e gatos na transmissao de febre Q a humanos
podera até ser mais importante.®? No entanto, um estudo recente realizado em caes e gatos, em
Portugal, permitiu concluir que, apesar de ter sido comprovado que estes animais contactam com
Coxiella burnetii, o seu papel como fonte de infecdo para os humanos nao parece ser muito
relevante neste pais.®3

Dada a sua natureza comensal, tem sido demonstrado que as ratazanas (Rattus
norvegicus) assumem um papel importante na disseminagéo de C. burnetii na natureza, tanto a
animais domésticos como humanos.®® O papel dos gatos na epidemiologia da febre Q parece

resultar do seu comportamento predatério sobre as ratazanas, associado a alta prevaléncia de
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Coxiella burnetii nestes reservatérios naturais.®® Para além da sua natureza comensal, as
ratazanas apresentam um habitat bastante extenso, sendo capazes de percorrer varios
quildbmetros em busca de alimento ou novos abrigos, os quais parecem mudar a cada uma ou
duas semanas.®®7° Como tal, em exploragbes pecuarias, as ratazanas representam um possivel
meio de transmissdo de C. burnetii aos animais domésticos, possibilitam a transmissdo entre
exploragbes vizinhas e podem constituir uma ponte entre os ciclos domésticos e silvestres da
bactéria.>°

Tanto aves domésticas como selvagens podem ser afetadas por varios microrganismos
transmissiveis a mamiferos, incluindo os humanos. Além disso, as aves também podem
representar um meio de transporte para varios ixodideos, frequentemente infetados com
microrganismos patogénicos, introduzindo-os a novas areas e contribuindo para a sua disperséo.
Consequentemente, com o aumento da distribuicdo geografica das carragas por meio das aves,
novos agentes virais e bacterianos s&o introduzidos noutras regides.”! As infegbes naturais por
Coxiella burnetii ttm sido reportadas num elevado nimero de espécies, sendo que um estudo
no Japao demostrou elevada prevaléncia do agente em gralhas-pretas (Corvus corone), pombo-
comum (Columba livia) e varias espécies de corvos.”? Galinhas, patos, perus e gansos também
demonstraram a capacidade de ser infetados por C. burnetii, sendo que as primeiras aparentam
ser as mais afetadas, representando uma possivel fonte de infegdo para os humanos.” No
entanto, os estudos relativos a prevaléncia de Coxiella burnetii em diferentes regides geograficas
sdo escassos, sendo que os fatores que afetam a transmissdo do agente, assim como a sua
patogenia nestas espécies, permanecem por esclarecer.*®

Na Tabela 1, encontram-se listadas varias espécies com infecbes reportadas por C.

burnetii.

Tabela 1 - Lista de espécies suscetiveis a infe¢ao por Coxiella burnetii, com base em multiplos estudos
realizados em varios paises. (Adaptado de*)

Familia Nome Comum Nome Cientifico Pais
AVES
Accipitridae Milhafre-preto Milvus migrans Espanha
Grifo Gyps fulvus Espanha
Acrocephalidae Rouxinol-pequeno-dos- Acrocephalus scirpaceus Bulgaria
canigos
Anatidae Marrequinha-comum Anas crecca Italia
Piadeira Anas penelope Italia
Pato-real Anas platyrhynchos Japao; Russia
Columbidae Pombo-comum Columba livia Bulgaria; Checoslovaquia;

Eslovaquia; Franga; Italia;

Japao

Rola-brava Streptopelia turtur Bulgaria

Pombo-torcaz Columba palumbus Bulgaria

Corvidae Corvo-comum Corvus corax Bulgaria
Gralha-preta Corvus corone Japao
Gralha-cinzenta Corvus cornix Russia

Pega Pica spp. Bulgaria
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Hirundinidae

Laridae

Motacillidae

Muscicapidae

Passeridae

Pelecanidae

Phasianidae

Phylloscopidae
Psittaculidae
Scolopacidae
Sturnidae
Turdidae

REPTEIS
Emydidae

Geoemydidae

Colubridae

Pythonidae

MAMIFEROS TERRESTRES

Bovidae

Cervidae

Gralha-calva
Andorinha-das-chaminés

Guincho-comum

Gaivota-parda
Andorinha-do-mar-comum
Gaivina-d’asa-branca
Alvéola-amarela
Alvéola-branca
Rabirruivo-de-testa-branca
Rouxinol-de-tordo
Pardal-comum
Pardal-italiano
Pelicano-branco
Codorniz-comum
Galinha-comum
Codorniz-japonesa
Faisdo-comum

Peru

Felosa-musical
Papagaio-ecletus
Magarico-bastardo
Estorninho-malhado
Melro-preto

Tordo-zornal

Tartaruga-de-Blanding
Tartaruga-de-caixa-
ornamentada
Tartaruga-pintada
Tartaruga-do-telhado
Cobra-rateira-chinesa
Cobra-de-agua-de-colar

Pitdo-indiana

Camurga-europeia

ibex
Carneiro-das-montanhas
Gazela-de-Cuvier
Gazela-dama

Muflao

Boi-almiscarado
Palanca-negra
Saiga
Cabra-montés
Cobo-de-agua
laque

Veado-de-rabo-preto

Corvus frugileus
Hirundo rustica

Chroicocephalus
ridibundus
Larus canus

Sterna hirundo
Chlidonias leucopterus
Motacilla flava

Motacilla alba
Phoenicurus phoenicurus
Luscinia luscinia

Passer domesticus
Passer italiae

Pelecanus onocrotalus
Coturnix coturnix

Gallus gallus domesticus
Coturnix japonica
Phasianus colchicus
Meleagris spp.
Phylloscopus trochilus
Eclectus roratus

Tringa graleola

Sturnus vulgaris

Turdus merula

Turdus pilaris

Emydoidea blandingii

Terrapene ornata

Chrysemys picta

Batagur e Pangshura spp.

Ptyas korros
Natrix natrix

Python molurus

Rupicapra rubicapra
Capra ibex

Ovis canadensis
Gazella cuvieri
Nanger dama

Ouvis orientalis

Ovibos moschatus
Hippotragus niger
Saiga tatarica

Capra pyrenaica
Kobus ellipsiprymnus
Bos mutus

Odocoileus hemionus
colombianus

Russia
Checoslovaquia
Russia

Russia

Russia

Russia

Bulgaria
Checoslovaquia; Russia
Checoslovaquia
Bulgaria

Russia

Italia

Bulgaria

Japao; Russia
Bulgaria; Checoslovaquia
Japao

Bulgaria
Checoslovaquia
Bulgaria

EUA

Bulgaria

Russia
Bulgaria; Russia

Russia

EUA
EUA

EUA
india
india
india

india

Franca

Suiga

EUA

Europa

EAU; Europa
Chipre;
Republica Checa
EUA
Portugal
Cazaquistao
Espanha
Portugal
China

EUA

Espanha;
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Suidae

Leporidae

Cricetidae

Muridae

Sciuridae

Canidae

Erinaceidae

Felidae

Macropodidae

Viverridae

MAMIFEROS MARINHOS

Mustelidae

Otariidae

Phocidae

Veado-mula-da-Califérnia

Gamo

Veado-vermelho

Veado-mula-das-
Montanhas-Rochosas
Corco

Cervo-sika
Veado-da-Virginia

Javali

Lebre-europeia
Coelho-europeu
Lebre-japonesa
Campanhol-vermelho
Rato-do-chao
Rato-do-arroz
Rato-do-campo-de-rabo-
curto
Campanhol-boreal
Rato-do-brejo
Ratazana-preta

Ratazana-castanha

Rato-doméstico

Rato-do-campo

Esquilo-vermelho-
americano
Esquilo-voador-do-norte
Tamia-siberiana

Coiote

Raposa-vermelha

Ourigo-de-Amur
Ourigo-da-Argélia
Jaguar
Gato-bravo
Canguru-cinzento-
ocidental

Gineta

Lontra-marinha
Lobo-marinho-do-Norte
Ledo-marinho-de-Steller

Foca-comum

Odocoileus hemionus
californicus
Dama dama

Cervus elaphus

Odocoileus hemionus
hemionus

Capreolus capreolus
Cervus nippon
Odocoileus virginianus

Sus scrofa

Lepus europaeus
Oryctolagus cuniculus
Lepus brachyurus
Myodes glareolus
Akodon cursor
Oligoryzomys nigripes

Microtus agrestis

Myodes rutilus
Oxymycterus dasytrichus
Rattus rattus

Rattus norvegicus

Mus musculus

Apodemus spp.

Tamiasciurus hudsonicus

Glaucomys sabrinus
Tamias sibiricus
Canis latrans

Vulpes vulpes

Erinaceus amurensis
Atelerix algirus
Panthera onca
Felis silvestris

Macropus fuliginosus

Genetta genetta

Enhydra lutris
Callorhinus ursinus
Eumetopias jubatus

Phoca vitulina richardsi

EUA

Eslovaquia; Espanha;
Itélia; Republica Checa
Espanha; Franga; Hungria
Italia

EUA

Franca
Japao
Canada; EUA
Espanha; Republica
Checa

Chipre; Espanha
Australia; Espanha

Japao

Reino Unido

Brasil

Brasil

Reino Unido

China; Russia

Brasil

Paises Baixos

Alemanha; China; Paises
Baixos; Russia

Brasil; Espanha

China;

Reino Unido; Russia

Espanha; Italia;

Canada

Canada
China; Russia
EUA
Chipre;
Unido
China

Tunisia

Espanha; Reino

Brasil
Espanha

Australia

Espanha

EUA
EUA
EUA
EUA
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3.2 Vias de transmissao

Os mamiferos infetados por Coxiella burnetii excretam a bactéria na urina, fezes, leite,
sémen, muco vaginal e produtos de parto, sendo que as membranas fetais destes animais podem
apresentar até 10° bactérias por grama de tecido."’*”® Como tal, durante o parto, grandes
quantidades de bactérias sdo libertadas para o ambiente, permanecendo infetantes durante
longos periodos de tempo.”%77

Na forma de SDC, a C. burnetii torna-se altamente resistente as condigdes ambientais
adversas, podendo permanecer infeciosa por mais de 40 meses até mesmo nas condi¢gdes mais
extremas. Estas particulas, semelhantes a esporos, apresentam a capacidade de sobreviver na
|a das ovelhas entre sete a dez meses, a 15-20°C, assim como mais de um més a 4°C em carne
fresca.”® No leite, a C. burnetii consegue resistir a temperaturas elevadas, sobrevivendo durante
30 minutos a 63°C e 15 segundos a 74°C. No entanto, a sua resisténcia a temperaturas baixas
demonstra-se superior, sendo que Coxiella burnetii permanece viavel no leite até quase dois
anos, a temperaturas de -20°C.%*

Nos ruminantes, as principais vias de excrecao de Coxiella burnetii parecem diferir entre
especies. De um modo geral, as cabras excretam a bactéria principalmente no muco vaginal,
fezes e leite, contrastando com as ovelhas, que excretam uma menor quantidade no leite, mas
apresentam uma excregao superior a nivel das fezes e muco vaginal. No caso das vacas, a
excrecdo de C. burnetii parece ocorrer quase exclusivamente pelo leite, seguida das fezes e

muco vaginal, em menor express&o.”®8°

3.21 Viaaerdgena

A principal via de infecdo para humanos e animais é, sem duvida, a inalagao de
aerossoOis contaminados, geralmente a partir do fluido amnidtico e placenta de animais
infetados. 2142

A transmissdo de C. burnetii esta maioritariamente associada a abortos em ruminantes
domésticos, particularmente nos ovinos, com varios autores a reportar uma variagdo sazonal na
incidéncia de febre Q em humanos, maior na primavera e inicio do verao, a qual é atribuida ao
comecgo da época de partos e tosquia, com consequente aumento da contaminagdo ambiental.
No entanto, o contacto direto com fémeas recém abortadas nio é estritamente necessario para
que ocorra uma infegdo em humanos, uma vez que a manipulacido de 13, estrume ou roupas
contaminadas com fezes de animais infetados pode ser suficiente para que ocorra a transmisséo
do agente.?? Dada a elevada estabilidade de Coxiella burnetii no ambiente, a bactéria é capaz
de sobreviver durante varias semanas em areas onde habitam animais, sendo que a inalagao de
pd contaminado, resultante da dissecacdo das fontes primarias, também representa uma
possivel via de infegao.®'

As carragas, por sua vez, sdo capazes de excretar grandes quantidades de C. burnetii
nos seus fluidos corporais e fezes. Estes artropodes podem libertar até 10'° microrganismos por
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grama de fezes, cuja inalagdo, por exemplo, durante o processo de tosquia das ovelhas,
representa mais uma via de infegdo para os humanos.®"

O vento também representa um importante fator na disperséo da bactéria, sendo capaz
de potenciar a sua disseminag&o a grandes distancias, tal como reportado num estudo no Reino
Unido, onde, apds um surto de febre Q, se verificaram casos até cerca de 18 quilémetros da

fonte.”®

3.2.2 Viaoral

A ingestao de produtos contaminados com C. burnetii tem sido alvo de varios estudos
em humanos e animais. No entanto, o seu papel na transmissdo da bactéria € um tema
controverso e permanece por esclarecer.82-8°

Apo6s a Segunda Guerra Mundial, observou-se um aumento na prevaléncia de febre Q e
seroconversao em populagdes europeias e norte-americanas, principalmente em regiées onde o
consumo de leite cru e produtos derivados eram consumidos com frequéncia. Como resposta, a
pasteurizacio do leite passou a ser recomendada.??8¢

Num estudo realizado em Milwaukee, nos Estados Unidos, de forma a avaliar o papel do
leite como via de transmissdo em humanos, 34 voluntarios procederam a ingestédo de leite cru
contaminado com C. burnetii, sob supervisao, por um periodo de um més. Trés amostras de soro
foram recolhidas de cada um dos participantes, antes de se iniciar a experiéncia, assim como
um e dois meses apos o inicio do estudo, sendo que nenhum dos voluntarios desenvolveu sinais
clinicos e nao foram detetados anticorpos, apesar de terem sido realizados varios tipos de testes
laboratoriais.8* Estes resultados contrastam com os obtidos num estudo experimental
semelhante, também nos Estados Unidos, onde 12% dos 120 participantes testados
demonstraram seroconversdo apds consumo continuado de leite cru contaminado com C.
burnetii, ndo se verificando sinais clinicos em nenhum dos intervenientes.®” A variagéo entre os
resultados obtidos podera ser explicada pela diferengas a nivel da dosagem e estirpe de C.
burnetii utilizadas nos dois estudos.®” Como tal, tem sido reportado que a presenca de sinais
clinicos em humanos esta maioritariamente associada a inalagdo de C. burnetii, sendo que a
ingestéo de produtos contaminados podera resultar em seroconverséo, revelando evidéncias de
infecdo, mas nao necessariamente no desenvolvimento de um quadro clinico. Adicionalmente, a
seroconversao aparenta resultar, ndo sé da ingestdo de bactérias viaveis, como também de
bactérias inativadas.®?

Em exploracdes de vacas leiteiras foi demonstrado que os vitelos podem infetar-se por
ingestao de leite contaminado, eliminando consequentemente C. burnetii na urina e nas fezes, o
que contribui para o aumento da contaminagdo ambiental. Adicionalmente, a ingestdo de
placentas e outros produtos de parto, assim como comportamentos predatorios sobre outros
animais infetados, constitui um risco acrescido para carnivoros domésticos e selvagens, uma vez

que podera ser suficiente para que se estabeleca uma infecdo. E, portanto, aconselhada a
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destruicdo destes produtos, de modo a minimizar a disseminagcdo de Coxiella burnetii no

ambiente.*388

3.2.3 Via transcutinea

Como referido anteriormente, a transmissao de C. burnetii por meio de artrépodes tem
sido reportada, nomeadamente em carragas dos Géneros Ixodes, Dermacentor e Hyalomma.”®
Em carragas infetadas em laboratério, foi detetada a presenca de Coxiella burnetii no seu
intestino médio, hemolinfa, tubulos de Malpighi, glandulas salivares e ovarios. Dada a natureza
hematofaga destes artropodes, a transmissao de C. burnetii a animais e humanos podera ocorrer
pela saliva, no momento da sua alimentag&o.’

Em humanos, varios estudos indicam que a transmissao de C. burnetii apbs a picada de
carracgas infetadas € possivel, ainda que muito rara.”®8%% Na Polénia, um estudo, realizado numa
regido onde a incidéncia anual de doencgas associadas a carragas se revela 16 a 28 vezes
superior as restantes regides do pais, demonstrou que, apesar do DNA de C. burnetii ndo ter
sido detetado em nenhum dos 540 participantes por Polymerase chain reaction (PCR)
convencional, foram detetados anticorpos anti-C. burneti em 11 elementos, os quais
apresentavam historial de contacto frequente com carragas. Isto permitiu concluir que, para
humanos, mesmo em areas onde as doengas associadas a carragas sao endémicas, o risco de
desenvolver febre Q por esta via é baixo.®’

Como tal, apesar de algumas espécies de carragas demonstrarem a capacidade de
infetar vertebrados e humanos, esta parece ser limitada, o que indica que a via transcutanea
desempenha um papel de menor importancia na transmissao de C. burnetii, quando comparada

com a via aerégena.®’

3.2.4 Via sexual

A possibilidade da via sexual desempenhar um papel na transmisséo de C. burnetii foi
considerada ha mais de 70 anos.®? Hoje, sabe-se que, de facto, a transmisséo sexual de febre
Q entre mamiferos, incluindo os humanos, € possivel.4?9-%

Na Polonia, foi realizado um estudo envolvendo nove homens previamente empregados
como pastores durante a época de partos de ovelhas em Espanha. Estes encontravam-se
separados das respetivas esposas €, apos o seu retorno, foi diagnosticada febre Q em todos os
casais, procedendo-se entido a recolha de soro de todos os envolvidos, incluindo os restantes
membros de familia que habitavam no mesmo espaco. A presenca de C. burnetii no sémen dos
pacientes infetados, assim como a detegéo de anticorpos contra antigénios de fase | e fase Il em
alguns dos pacientes e respetivas esposas, mas ndo em qualquer membro da familia, permitiu
assim excluir a inalagao de particulas contaminadas e concluir que a via sexual seria a causa de

infegdo mais provavel.%
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No entanto, ainda que a presenga de C. burnetii no sémen de pacientes seja
demonstrada, néo se deve excluir o envolvimento de outros fluidos durante o coito, como saliva,
sangue e urina, que podem ser os verdadeiros veiculos para que se estabelega a infegd0.%°

Como referido anteriormente, a transmissédo de Coxiella burnetii pela via sexual nos
animais & possivel, tendo sido alvo de estudo e demonstrada em ratos.®” Nos bovinos, esta via
também podera possibilitar uma infe¢cdo, uma vez que ja foi reportada a presencga de C. burnetii

no sémen de touros.%®
3.2.5 Transmissao inter-humana

A transmissdao de febre Q entre humanos é possivel mas é considerada um
acontecimento raro.*?> Para além da via sexual, estdo descritos casos esporadicos de
transmissdo entre humanos pela via transplacentaria, resultando em infegbes congénitas, por
inoculagdes intradérmicas, por ingestao de leite materno infetado e ainda em transplantes de
medula 6ssea e transfusdes de sangue."-92 Um caso envolvendo duas pacientes gravidas
hospitalizadas, as quais partilhavam o mesmo espaco e utilizavam a mesma casa de banho,
demonstrou que a transmissao de C. burnetii da paciente infetada para a saudavel podera ter
ocorrido pela transferéncia de particulas infeciosas aerossolizadas, provenientes de produtos
placentarios excretados por via vaginal.®® A transmiss&o de febre Q no decorrer de autopsias
realizadas em cadaveres infetados também se encontra descrita.*?103

Na Figura 7 encontram-se entdo descritas, ndo s6 as vias de transmissdo entre
humanos, como as vias de transmissao de Coxiella burnetii a nivel dos ciclos domésticos e

selvagens.
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3.3 Fatores de risco

A febre Q é reconhecida como um perigo de carater ocupacional para individuos que
trabalham com animais ou produtos de origem animal. A exposicdo ocupacional representa o
fator de risco mais comum em varios estudos relativos a infegdes nos humanos, ocorrendo
principalmente em comunidades agricolas.'** Entre os grupos de risco mais elevado destacam-
se pastores, produtores e técnicos agricolas, médicos veterinarios e estudantes de medicina
veterinaria, cujo contacto com ruminantes e outros animais se revela muito frequente.!%
Trabalhadores associados a matadouros, transporte de gado e curtume também apresentam um
risco mais elevado, quando comparados com a populagdo geral.'®® Este risco é ainda
exacerbado pelo desconhecimento da doenga, nomeadamente em individuos com as ocupagdes
previamente referidas, uma vez que torna improvavel a instituicdo de medidas de protecéo, de
forma a prevenir ou minimizar a incidéncia de infegdes.'"’

Ainda que o papel dos porcos na epidemiologia da febre Q ndo seja muito claro, o
contacto com estes animais, assim como ratos, ratazanas, aves domésticas e selvagens,
também ¢ considerado um fator de risco.'® No entanto, também estdo descritos surtos em
comunidades onde o contacto direto com animais n&o foi comprovado.'®®

Apesar da febre Q ocorrer em qualquer faixa etario, € mais prevalente em individuos
entre os 30 e os 70 anos de idade.” Segundo dados da Autoridade Europeia para a Seguranga
Alimentar (EFSA) de 2009, a taxa de notificagdo mais elevada de casos humanos de febre Q na
Europa dizia respeito a faixa etaria dos 45 aos 64 anos, seguida dos grupos dos 25 aos 44 anos
e mais de 65 anos. Ainda que ja tenham sido reportados casos em criangas, a ocorréncia de
febre Q em individuos com menos de 15 anos de idade é rara. A taxa de infegdo também
aparenta ser maior em individuos do sexo masculino, quando comparados com individuos do
sexo feminino, com um racio proximo de 2:1.7'° No entanto, esta proporgao varia de regi&o para
regido, sendo que a explicacdo para a ocorréncia de maior numero de casos em homens podera
assentar no facto destes estarem envolvidos com mais frequéncia em atividades agricolas. No
entanto, mesmo em regides em que o risco de desenvolver febre Q é semelhante para ambos
0s sexos, 0s sintomas parecem ser mais severos em individuos do sexo masculino.! Um estudo
realizado em ratos demonstrou que, apés infegdo experimental, os machos apresentavam uma
concentragao de bactérias superior, quando comparados com as fémeas, sugerindo que as
hormonas sexuais poderiam desempenhar um papel no controlo da infegdo por C. burnetii. Isto
foi comprovado apdés comparagdo das concentragdes bacterianas entre fémeas
ovariectomizadas e fémeas ndo castradas, verificando-se que as primeiras apresentavam
valores superiores € uma maior taxa de formagdo de granulomas. Foi entdo possivel concluir
que os estrogénios tém um papel importante na infegdo de C. burnetii, nomeadamente na
resposta inflamatéria induzida pela bactéria, limitando tanto a infecdo dos tecidos como a
formagao de granulomas. Estas descobertas poderéo ser a explicagédo para a maior severidade

dos sinais clinicos verificados em individuos do sexo masculino.'"
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O consumo de leite e seus derivados é raramente identificado como um fator de risco
em investigagdes epidemiolégicas relativas a surtos de febre Q. O numero de bactérias
excretadas no leite ndo é muito elevado, principalmente em vacas naturalmente infetadas, uma
vez que a excrecao é realizada de forma intermitente. Em ovelhas infetadas experimentalmente,
0 numero de microrganismos excretados no leite revelou-se 100 a 1000 inferior ao nimero de
bactérias excretadas no muco vaginal.®® Adicionalmente, C. burnetii é incapaz de se multiplicar
no leite, uma vez que, sendo uma bactéria intracelular obrigatdria, necessita de uma célula
hospedeira eucariética. Assume-se, portanto, que a multiplicacdo da bactéria ndao ocorre no leite
e nos seus derivados.""?

As infegbes em individuos HIV positivos sdo geralmente mais severas e frequentes
comparativamente a populagdo saudavel. Devido as suas deficientes defesas imunoldgicas,
todos os anos sdo encontrados novos agentes etiolégicos oportunistas capazes de causar
infecdo. Algumas zoonoses, como & o caso da febre Q, aparentam ser mais frequentes em
hospedeiros imunodeprimidos, sendo o risco de transmissdo mais elevado em individuos HIV
positivos do que na populagéo geral."’® As mulheres gravidas também apresentam um risco
mais elevado de desenvolver febre Q cronica, apoés infegdo aguda, sendo que este mecanismo
pode ser explicado pela imunossupresséo associada a gestagdo.''

O tabagismo também representa um fator de risco, uma vez que fumar prejudica a
capacidade de defesa pulmonar do hospedeiro. O toque no cigarro com maos contaminadas por
C. burnetii, nomeadamente em situagdes de mas praticas de higiene, pode levar a sua ingestao
e consequente infegdo, com uma maior probabilidade de desenvolver um quadro clinico.''5:116

Relativamente as populagbes animais, efetivos com grande niumero de animais podem
representar um risco acrescido pela maior probabilidade de introduzir C. burnetii no
ambiente.'%8117-119 Um estudo realizado na Dinamarca com amostras de leite de tanque (BTM)
de 120 exploragdes permitiu concluir que efetivos com mais de 150 vacas sao aproximadamente
18 vezes mais provaveis de apresentarem seropositividade, quando comparados com efetivos
com menos de 80 vacas.''® A densidade animal representa outro fator importante, sendo que
efetivos localizados em areas com 100 a 120 vacas por km? encontram-se em maior risco de
desenvolver febre Q, quando comparados com efetivos em areas com uma densidade inferior a
60 vacas por km?. Isto permite demonstrar a elevada capacidade de propagagéo de C. burnetii
entre exploragdes vizinhas, em grande parte através do vento.'?°

Varios estudos implicam o vento como um importante fator epidemiolégico na
disseminagao de C. burnetii a partir de exploragdes agricolas e matadouros. Como foi referido
anteriormente, a bactéria pode ser transportada até 18 km pelo vento, sendo que, no entanto,
em areas rurais, o risco de infecdo é mais elevado até 5 km da fonte, a partir dos quais é
considerado baixo.'?"'22 Os surtos urbanos, por sua vez, parecem ocorrer em distancias
menores, com maior risco para areas num raio de 2 a 4 km da fonte do microrganismo. As razdes
para estas inconsisténcias incluem fatores que modulam a dispersao geografica da bactéria,
como velocidade do vento e presenga de barreiras fisicas, nomeadamente vegetagéo.'?' Em

adicao ao vento natural, dois estudos relativos a um surto em Franca reportaram que transmissao
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aerogena de C. burnetii observada a partir de material resultante do abate de cabras e ovelhas,
teve como causa mais provavel a existéncia de um heliporto proximo da area afetada, cujas
operagdes geravam um grande numero de particulas aerossolizadas.'?"'2® A fertilizagdo dos
campos com estrume contaminado, principalmente em dias mais ventosos, também tem sido
implicado como um fator de risco para surtos humanos, uma vez que possibilita a aerossolizagéo
de Coxiella burnetii.'® Para além do vento, outros fatores climaticos, como a temperatura e
precipitagdo, também tém implicagbes na epidemiologia de C. burnetii. Temperaturas mais
elevadas, assim como baixos niveis de precipitagao, contribuem para uma maior quantidade de
po no ar, refletindo-se numa maior probabilidade de transmiss&o da bactéria.'?®

A movimentagdo de animais entre exploragdes € um importante fator de risco no que diz
respeito a varias doencas infeciosas.'?6-'2 Este é o caso para a febre Q, sendo que a
disseminagao de C. burnetii para exploragdes seronegativas podera ocorrer pela introdugdo de
novos animais, provenientes de efetivos infetados. Por sua vez, quanto maior for o nimero de
exploragbes das quais os novos animais sdo originarios, maior o risco de infecdo para a
exploracédo onde so introduzidos.'® Adicionalmente, a falta de quarentena de animais recém
chegados a exploragéo também esta associada a um maior risco de infegdo.''®

Os médicos veterinarios e os técnicos agricolas também poderao estar implicados na
transmissao de Coxiella burnetii entre exploragdes, através de roupa e calgcado contaminados.
Num estudo com 24 efetivos de vacas leiteiras, a seropositividade revelou ser mais baixa em
situagOes onde se verificavam boas praticas de higiene, como a lavagem das méos e troca de

vestuario antes da entrada na exploragéo.''®

3.4 Prevaléncia da doenga

3.4.1 Prevaléncia da febre Q em humanos

Segundo o Centro Europeu de Prevengéo e Controlo de Doengas (CEPCD), e tal como
consta no seu relatoério epidemioldgico anual de 2019, foram reportados, nesse mesmo ano, 1069
casos de febre Q em humanos nos 23 paises pertencentes a UE e/ou ao Espago Econdmico
Europeu (EEE). Dos 1069 casos, 958 (90%) foram confirmados, como é possivel observar na
Tabela 2. Nesta tabela constam os dados relativos ao nimero de casos confirmados totais, assim
como o numero de notificacdes por 100 000 habitantes, para cada pais, no periodo de 2015 a
2019. Na Figura 8, é possivel visualizar a distribuicdo dos casos em cada um dos referidos
paises.

Tal como observado em anos anteriores, a Alemanha, Espanha e Franga lideram o grupo
de paises com maior nimero de casos confirmados de febre Q, no ano de 2019. No entanto,
seis paises reportaram zero casos confirmados, comparativamente a nove paises em 2018, dez
em 2017 e nove em 2016.

Em média, o nimero de notificagdes por 100 000 habitantes na UE/EEE correspondeu

a 0,2 em 2019, tal como se verificou nos quatro anos anteriores. Os paises com maior nimero
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de notificagdes por 100 000 habitantes incluem Espanha (0,7), Roménia (0,6), Bulgaria (0,5) e

Hungria (0,5).12°

Tabela 2 - Distribuicdo do nimero casos confirmados de febre Q (C) e numero de notificagbes por cada
100 000 habitantes (T), por pais pertencente a UE e/ou EEE e por ano, no periodo de 2015 a 2019.

.. ndo foram reportados dados; -: ndo foi calculada a taxa de notificagdo’*°

Pais 2019 2018 2017 2016 2015

Cc T Cc T Cc T Cc T Cc T
Alemanha 148 0,2 90 0,1 107 0,1 270 0,3 310 0,4
Austria
Bélgica 10 0,1 6 0,1 7 0,1 16 0,1 8 0,1
Bulgaria 36 0,5 45 0,6 28 0,4 17 0,2 15 0,2
Chipre 1 0,1 0 0,0 3 0,4 2 0,2 4 0,5
Croéacia 8 0,2 11 0,3 23 0,6 8 0,2 14 0,3
Dinamarca 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Eslovaquia 1 0,0 2 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Eslovénia 6 0,3 1 0,0 3 0,1 1 0,0 1 0,0
Espanha 332 0,7 313 07 333 0,7 249 0,5 97 -
Estonia 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0,0 0,0
Finlandia 2 0,0 2 0,0 4 0,1 2 0,0 3 0,1
Franca 155 0,2 172 0,3 194 0,3 251 0,4 250 0,4
Grécia 14 0,1 13 0,1 4 0,0 9 0,1 10 0,1
Hungria 47 0,5 28 0,3 29 0,3 39 0,4 35 0,4
Irlanda 2 0,0 0 0,0 2 0,0 6 0,1 4 0,1
Islandia 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Italia 6 0,0 1 0,0 7 0,0 3 0,0 - -
Letonia 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,1
Lituania 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Luxemburgo 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,2
Malta 1 0,2 2 04 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Noruega 8 0,2 5 0,1 4 0,1 2 0,0 1 0,0
Paises
Baixos 16 0,1 18 0,1 22 0,1 14 0,1 20 0,1
Polénia 4 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Portugal 32 0,3 36 0,3 48 0,5 17 0,2 20 0,2
Reino Unido 9 0,0 19 0,0 21 0,0 34 0,1 21 0,0
Republica
Checa 1 0,0 1 0,0 0 0,0 2 0,0 1 0,0
Roménia 109 0,6 22 0,1 46 0,2 32 0,2 3 0,0
Suécia 10 0,1 7 0,1 1 0,0 3 0,0 4 0,0
TOTAL 958 0,2 794 0,2 886 0,2 977 0,2 823 0,2
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Figura 8 - Distribuigédo dos casos confirmados de febre Q por pais pertencente a UE e/ou EEE em 20197%°

Segundo o Instituto Nacional de Estatistica (INE) e o Portal da Transparéncia (PT), foram
reportados 38 casos confirmados de febre Q na Regido Norte de Portugal entre 2009 e 2018,
dos quais 26 se verificaram na Area Metropolitana do Porto (AMP)."3013" A distribuicéo dos casos

em cada ano encontra-se representada na Tabela 3.

Tabela 3 - Casos confirmados de febre Q na Regido Norte de Portugal e na Area Metropolitana do Porto,
entre 2009 e 2018730131

Regido 2018 | 2017 2016 | 2015 | 2014 | 2013 2012 | 2011 2010 | 2009 | Total
Norte 7 8 3 8 5 2 2 0 1 2 38
AMP 6 6 0 8 2 1 0 0 1 2 26

No concelho de Vila do Conde, onde se realizou o presente estudo, foram verificados
quatro casos entre 2014 e 2022, tal como verificado no concelho vizinho de Pévoa de Varzim,

com a sua distribuicdo anual demonstrada na Tabela 4.1%?

Tabela 4 - Casos confirmados de febre Q nos concelhos de Pévoa de Varzim e Vila do Conde, entre 2014
e 202213

Concelho 2022 2021 2020 2019 2018 2017 2016 2015 2014 Total
Poévoa de Varzim 1 0 0 1 0 2 0 0 0 4
Vila do Conde 2 0 0 1 0 0 0 0 1 4
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Fora da Europa, paises como Australia, China, EUA e india também t&m vindo a realizar
cada vez mais estudos relativos a prevaléncia de febre Q em humanos. 33137

No caso da Australia, foram reportados, em média, 517 casos por ano, entre 2013 e
2018, correspondendo a uma taxa de notificagédo de 2,1 por cada 100 000 habitantes. Um estudo
utilizando soro sanguineo de 2785 participantes demonstrou uma seroprevaléncia de 5,6 %, sem
grandes diferengas entre areas metropolitanas e areas rurais. Extrapolando estes resultados,
com uma populacdo de 23,4 milhdes de habitantes, estima-se que 1,3 milhdes de pessoas
possam ter sido expostos a Coxiella burnetii neste pais.'?

Entre 2003 e 2004, num estudo realizado nos EUA, foram recolhidas amostras de soro
de 4437 participantes com 20 ou mais anos de idade para pesquisa de anticorpos anti-C. burnetii,
das quais 180 se revelaram positivas. Isto revela uma seroprevaléncia de 3,1%, estimando-se
que 6,1 milhdes de habitantes nesta faixa etaria apresentem anticorpos para o agente etiolégico
de febre Q.1%

Na China, uma revisao sistematica de 29 estudos publicados entre 1989 e 2013, relativos
a febre Q neste pais, demonstrou uma prevaléncia média de 10% em humanos, com 1139
individuos a demonstrarem evidéncias de infecdo, numa amostra total de 11209 pessoas
localizadas em 64 cidades de 19 provincias diferentes. '

Relativamente & india, tém sido realizados varios estudos de serovigilancia,
nomeadamente na cidade de Deli e nos estados de Uttar Pradesh e Rajastao, utilizando testes
de fixagdo do complemento (CFT), testes de microaglutinagao (MAT) e testes de aglutinagédo
capilar (CAT). Os valores de seroprevaléncia de febre Q em humanos, nestas regides, variaram
entre 5% e 25,5%, sendo que a sua significAncia pode ter sido comprometida devido a
observagédo de reagbes cruzadas e baixa sensibilidade de alguns testes laboratoriais realizados.
No entanto, dados epidemiolégicos indicam que a presenga de Coxiella burnetii no subcontinente
indiano tem vindo a aumentar, tanto em humanos como nos animais.'3®

Recentemente, foi publicada uma revisao sistematica de 88 estudos relativos a febre Q
efetuados em 24 paises africanos, entre 2000 e 2022. Foram realizados varios estudos
serolégicos em Africa do Sul, Argélia, Egito, Etidpia, Gambia, Namibia, Nigéria, Quénia, S&o
Tomé, Sudao do Sul e Tanzania, nos quais se observou uma seroprevaléncia média de 16%
numa amostra de 13178 participantes. Por sua vez, os estudos que utilizaram métodos
moleculares de diagnéstico, efetuados no Egito, Mali, Quénia, Senegal e Tanzania, permitiram,
em média, detetar a presencga de C. burnetii em 3% da amostra, sendo esta composta por 1646
individuos.'38

Na Tabela 5, encontram-se agrupados alguns dos estudos seroldgicos realizados em

varios paises do mundo.
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Tabela 5 - Valores de seroprevaléncia de anticorpos anti-C. burnetii obtidos em varios estudos com
populagbes de diferentes paises. *: Este estudo foi realizado na Regido Centro de Portugal, contando com
a participagdo de 96 pastores e produtores de queijo de ovinos Serra da Estrela, assim como 260 voluntarios
da mesma regi&o, que constituiram o grupo de controlo. As seroprevaléncia observadas no grupo de
pastores/produtores e no grupo de controlo corresponderam a 28,1% e 8,1%, respetivamente; **: Este
estudo foi realizado em pacientes hospitalizados, onde foram formados dois grupos distintos. O primeiro
grupo foi constituido por 111 pacientes hospitalizados devido a acidentes vasculares cerebrais e/ou ataques
isquémicos transitérios, sendo o segundo grupo composto por 523 controlos, 0s quais ndo apresentavam
este quadro clinico. A seroprevaléncia observada no grupo de casos e no grupo de controlos foi de 14,5 e
6,1, respetivamente; CR: Comunidades rurais; ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; IFA: Indirect
Fluorescent Antibody Assay; ND: Nao definido; PG: Populagdo Geral; PH: Pacientes hospitalizados; PPQ:
Pastores e produtores de queijo de ovinos; R: Referéncia bibliografica; TL: Técnica Laboratorial; x: Média

Pais Ano Contexto | Amostra | ldades (anos) TL Seroprevaléncia (%) R
Quénia 2019 CR 1299 0-47 ELISA 13,2 139
Portugal* 2017 PPQ 96+260 % =57 ELISA 28,1e 8,1 140
Guiana IFA; 141
2017 PG 2697 2-75 9,6
Francesa ELISA
Australia 2012-13 PG 2785 1-79 IFA 5,6 133
Espanha** | 2011-12 PH 111+523 265 IFA 14,5 ¢ 6,1 142
llha da 143
. 2009 PG 241 ND IFA 6,8
Reuniao
Paises IFA; 144
2006-07 PG 5654 0-79 2.4
Baixos ELISA
IFA; 135
EUA 2003-04 PG 4437 =20 3,1
ELISA
Irlanda do 145
1987 PG 2394 12-64 ELISA 12,8
Norte

3.4.2 Prevaléncia de febre Q nos ruminantes domésticos

No que diz respeito a febre Q, e tal como anteriormente referido, os ruminantes
domésticos constituem a principal fonte de infegdo para os humanos. Como tal, a partir de 1990,
foi possivel observar um ndmero crescente de estudos relativos a prevaléncia de C. burnetii em
bovinos, ovinos e caprinos, distribuidos pelos cinco continentes.'46

Em Ontario, Canada, entre 2010 e 2012, foram recolhidas 2363 amostras de soro de
ovelhas, distribuidas por 72 exploragdes, e submetidas a testes de ELISA, revelando uma
seroprevaléncia média de 14,7% a nivel animal, sendo esta mais alta em ovelhas leiteiras
(24,3%) comparativamente a ovelhas de carne (10,2%). No que diz respeito as exploragoes,
48,6% demonstrou pelo menos um animal seropositivo.'” Noutro estudo, realizado entre 2010 e
2011, no Estado de Washington, EUA, foram recolhidas amostras de soro de 1794 cabras
leiteiras, pertencentes a 104 exploragbes de 31 condados diferentes, obtendo-se uma

seroprevaléncia de 8% a nivel animal e 8,6% a nivel de exploragdo.'*® Ja no Estado de Alagoas,
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Brasil, um estudo conduzido entre 2014 e 2015, com amostras de soro de 312 cabras leiteiras
com historial de problemas reprodutivos, revelou uma seroprevaléncia de 55,1%. Foram ainda
recolhidas amostras de cotilédones de 23 placentas e posteriormente submetidas a testes de
PCR, revelando uma prevaléncia molecular de 8,7%.'4°

Na Asia e Oceania, paises como a China, india e Australia também apresentam estudos
relativos a prevaléncia de febre Q nos ruminantes domésticos. Entre 2014 e 2015, foram
recolhidas amostras de sangue de 1157 caprinos oriundos de seis condados da provincia de
Hubei, China, e submetidas a testes de ELISA. Todos os condados apresentaram casos
positivos, sendo que a seroprevaléncia média obtida foi de 4,8% (1,1-11,8%)."%° Em Bareli, india,
foram recolhidas amostras de sangue e leite de 224 bovinos leiteiros, entre 2015 e 2016,
obtendo-se uma seroprevaléncia de 29,9% no soro e 26,7% no leite. Adicionalmente, foram ainda
realizados esfregagos vaginais, e submetidas todas as amostras a testes de PCR, detetando-se
a presencga de C. burnetii em 12,9% das amostras de soro, 5,5% das amostras de leite e 14,7%
dos esfregagos vaginais.'' No que diz respeito a Australia, foi realizado um estudo, entre 2018
e 2019, no qual participaram 49 das 66 exploragdes de caprinos leiteiros licenciadas pelas
respetivas entidades estatais para venda de leite e/ou seus derivados neste pais, com uma média
de 782 animais por exploragdo. Foram recolhidas amostras de BTM de cada uma das
exploragbes e consequentemente submetidas a testes de ELISA e PCR, obtendo-se trés
exploracdes positivas a ambos os testes e duas apenas positivas nos testes de ELISA. Estes
resultados traduziram-se numa prevaléncia aparente de 10% e uma prevaléncia verdadeira
estimada de 3%."%2

Relativamente ao continente africano, um estudo realizado nos Camardes, em 2000,
contando com uma amostra de 1377 bovinos de 146 exploragdes, demonstrou uma
seroprevaléncia de 39% a nivel animal e 68% a nivel de exploragdo.' Entre 2017 e 2019, em
varias regides da Guiné, foram recolhidas 1357 amostras de sangue de 436 bovinos, 486 ovinos
e 408 caprinos, revelando uma seroprevaléncia de 20,5%, 2,3% e 4,4%, respetivamente.'®* Por
sua vez, na provincia de Limpopo, Africa do Sul, foram recolhidas amostras de sangue e fluido
vaginal de 383 bovinos, entre 2020 e 2021, evidenciando uma seroprevaléncia de 24,3% e uma
prevaléncia molecular de 15,7%."%

Na Europa, varios paises também ja realizaram estudos relativos a prevaléncia de C.
burnetii nas suas regibes.'®® Em Franga, entre 2012 e 2015, foi efetuado um estudo com uma
grande populagdo animal, contando com 10040 bovinos, 7776 ovinos e 5249 caprinos,
pertencentes a 731, 522 e 349 exploragdes, respetivamente. Para cada exploragao, foi recolhido
um numero significativo de amostras de sangue, destinadas a testes de ELISA, o que se traduziu
numa seroprevaléncia a nivel animal de 22,2% em bovinos, 25,7% em ovinos e 41,5% em
caprinos. Por sua vez, 36%, 55,7% e 61% das exploragbes de bovinos, ovinos e caprinos
demonstraram seropositividade, respetivamente, sendo esta notoriamente mais elevada em
exploragdes leiteiras.'® Comparativamente, outro estudo realizado entre 2015 e 2018, nas
Asturias, Espanha, contando com amostras de sangue de 163 bovinos, 154 ovinos e 135

caprinos, revelou uma seroprevaléncia a nivel animal de 18,4%, 8,4% e 24,4%,
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respetivamente.’®® Entre 2015 e 2019, na Grécia, um estudo novamente realizado com estas trés
especies, contando com amostras de sangue de 1173 ovinos e caprinos de 177 exploracées
diferentes, assim como 28 bovinos de cinco exploragdes, evidenciou uma seroprevaléncia de
17% a nivel animal para os ovinos e caprinos, e de 21% no caso dos bovinos. A nivel de
exploracdo, foi obtida numa seroprevaléncia de 44% nas exploragdes de ovinos e caprinos,
assim como 40% nas exploragdes de bovinos. Neste estudo, ndo foi possivel obter valores
independentes no caso dos pequenos ruminantes, uma vez que o pastoreio de efetivos mistos é
uma pratica muito comum neste pais.'®®

Na Tabela 6, encontram-se descritos alguns dos estudos desenvolvidos por paises
europeus, relativos a prevaléncia molecular e serolégica de Coxiella burnetii nos ruminantes

domésticos.

Tabela 6 — Prevaléncia molecular e serolégica de Coxiella burnetii nos ruminantes domeésticos, obtida em
varios estudos realizados por paises europeus. R: Referéncia Bibliografica; TL: Técnica Laboratorial

Tamanho da amostra % Positivo
Pais Ano Espécie TL R
Animais | Exploragées | Animais | Exploragoes
Bovinos 552 - 8,5 - ELISA | 196
Albania 1999 Ovinos 292 - 12,3 - ELISA | 196
Caprinos 260 - 4,2 - ELISA | 196
Bovinos 21191 - 7.8 - ELISA | 196
Alemanha 1998 Ovinos 1346 - 1,3 - ELISA | 196
Caprinos 278 - 2,5 - ELISA | 196
. Ovinos - 70 - 2,9 CFT | 1%
Austria -
Caprinos - 30 - 16,7 CFT 156
Bélgica 2006 Bovinos - 50 - 30,0 PCR 160
Bovinos 15866 - 8,5 - CFT 156
Bulgaria 2002-06 Ovinos 8727 - 11,6 - CFT 156
Caprinos 3928 - 13,7 - CFT 156
Bovinos 75 - 24,0 - IFA 156
Chipre - Ovinos 481 - 18,9 - IFA 156
Caprinos 417 - 48,2 - IFA 156
2003 Bovinos 164 - 18,0 - ELISA | 196
Dinamarca 2004 Bovinos 80 - 35,0 - ELISA | 196
2006 Bovinos 266 - 25,0 - ELISA | 196
2000 Ovinos 269 - 37,2 - ELISA | 196
Eslovaquia
2009 Ovinos 269 - 58,4 - ELISA | 196
2005 Ovinos 1011 34 8,9 67,6 ELISA | 196
Espanha Bovinos 626 46 6,7 43,0 ELISA | 196
2007-08
Ovinos 1379 42 11,8 74,0 ELISA | 196
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156

Caprinos 115 11 8,7 45,0 ELISA
Bovinos 1306 - 12,3 - ELISA | 196
2009-10
Bovinos - 178 - 51,7 PCR 161
Bovinos 163 - 18,4 - ELISA | 198
2015-18 Ovinos 154 - 8.4 - ELISA | 198
Caprinos 135 - 24,4 - ELISA | 198
2006 Caprinos 359 14 36,0 92,9 ELISA | 196
2008 Caprinos 1057 28 32,0 85,7 ELISA | 196
Franca Bovinos 10040 731 22,2 36,0 ELISA | 197
2012-15 Ovinos 7776 522 25,7 55,7 ELISA | 197
Caprinos 5249 349 415 61,0 ELISA | 197
Ovinos 554 - 10,5 - IFA 156
Caprinos 61 - 6,6 - IFA 156
Grécia Bovinos 28 5 21,0 40,0 ELISA | 19
2015-19 Ovinos 159
1173 177 17,0 44,0 ELISA
Caprinos 159
2009 Bovinos 5182 273 6,2 48,4 ELISA | 196
Irlanda do 155
Ovinos 1022 58 12,3 62,1 IFA
Norte -
Caprinos 54 7 9,3 42,9 IFA 156
1999-02 Ovinos - 675 - 38,0 ELISA | 196
2011 Bovinos - 287 - 60,3 PCR 162
Italia Ovinos 2553 111 15,5 38,7 ELISA | 196
2012
Caprinos 3185 206 16,2 19,5 ELISA | 196
2014-18 | Bovinos 6180 402 13,0 35,0 ELISA | 163
Leténia 2015 Bovinos - 252 - 10,7 PCR 164
Montenegro - Ovinos 954 - 5,0 - MAT; IFA | 196
Ovinos 3603 191 35 27,2 ELISA | 196
1987
Caprinos 594 - 1,0 - ELISA | 196
2007 Bovinos - 341 - 56,6 PCR 165
Paises 2008 Bovinos 2936 - 16,0 - ELISA | 168
Baixos Ovinos 12052 1208 24 14,5 ELISA | 166
2008
Caprinos 3134 442 7.8 17,9 ELISA | 166
81,6 ELISA | 167
2009-11 Bovinos - 301 -
18,8 PCR 167
- Caprinos 98 - 79,6 - MAT 156
Polénia Bovinos 169 - 11,8 - ELISA | 196
2011-12
Bovinos 169 - 10,7 - CFT 156
- Caprinos 5791 384 0,9 10,2 ELISA | 196
Reino Unido
2014-15 | Bovinos - 220 - 25,9 PCR 168
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Republica da Ovinos 2197 119 0,7 8,4 ELISA | 169
2005-08
Irlanda Caprinos 590 66 0,3 1,5 ELISA | 16°
Ovinos 500 100 1,8 5,0 ELISA | 16
Suiga 2011
Caprinos 321 72 3,4 11,1 ELISA | 196

Na ultima década, em Portugal, foram realizados varios estudos relativos a coxielose nos
ruminantes domésticos em diversas regides, permitindo obter-se um maior conhecimento da
prevaléncia de Coxiella burnetii em territorio nacional (Tabela 7).

Entre 2009 e 2013, na Regido Centro, foram recolhidas amostras de BTM de 109
exploragbes de ruminantes, com um total de 9337 animais, contando com 45 exploragbes de
bovinos e 64 exploragdes de pequenos ruminantes, das quais 39 de ovinos, 13 de caprinos e 12
mistas. As amostras foram entdo submetidas a testes de ELISA e PCR, evidenciando uma
seroprevaléncia média a nivel de exploracdo de 45,9%, correspondendo a 37,8% nas
exploragdes de bovinos, 51,3% em ovinos, 46,2% em caprinos e 58,3% nas exploragdes mistas.
A prevaléncia molecular média de C. burnetii foi de 11,9%, com 20% das exploragdes de bovinos,
5,1% das exploracdes de ovinos, 0% das exploragdes de caprinos e 16,7% das exploracdes
mistas a demonstrarem evidéncias de infegdo ativa.'”®

Novamente na Regidao Centro, em 2011, foram recolhidas amostras de sangue de 460
animais de 89 exploragdes de pequenos ruminantes, contabilizando 24 explora¢des de ovinos,
52 de caprinos e 13 mistas. A seroprevaléncia média a nivel de exploracdo correspondeu a
37,5% para ovinos, 28,8% para caprinos e 38,5% para as exploragbes mistas. Por sua vez,
observou-se uma seroprevaléncia a nivel animal de 8,6% nos ovinos e 10,4% em caprinos.'”"

No municipio de Barcelos, em 2013, foram recolhidas amostras de BTM de 90
exploragdes de bovinos, com um total de 9610 vacas lactantes, e posteriormente submetidas a
testes seroldgicos, observando-se uma seroprevaléncia aparente de 61,1%. No ano seguinte,
um novo estudo, na mesma regido e novamente com bovinos leiteiros, evidenciou uma
seroprevaléncia a nivel de exploragao de 62%, apds analise serologica de amostras de BTM de
50 exploragdes com um total de 6050 animais lactantes.'”?

Em 2015 e 2016, num estudo seroldgico longitudinal, foram analisadas duas amostras
de BTM de 78 exploragdes de ovinos da Serra da Estrela, recolhidas com um ano de intervalo,
evidenciando uma seroprevaléncia de 10,2% em 2015 e 25,6% no ano de 2016.""3 Seguindo o
mesmo principio, noutro estudo, realizado na mesma regiédo e periodo, foram realizadas duas
colheitas de sangue de 168 ovinos Serra da Estrela, com um ano de intervalo, revelando uma
seroprevaléncia de 7,7% em 2015 e 17,3% em 2016.'4 Ambos os estudos demonstraram um
aumento da seroprevaléncia a nivel animal e de exploragdo em ovinos, de 2015 para 2016,
sugerindo que a febre Q é uma doenga emergente na Regido Centro de Portugal.'”3174

Em 2018, na llha Terceira, Agores, num estudo no ambito de uma dissertagdo de
mestrado, foram recolhidas amostras de BTM de 132 exploracdes de bovinos leiteiros, de um

total de 544 exploragdes, demonstrando uma seroprevaléncia aparente de 75,8% nesta regio."”®
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Tabela 7 - Prevaléncia molecular e serolégica de Coxiella burnetii em ruminantes domeésticos, obtida em
varios estudos realizados em Portugal. BOV: Bovinos; CAP: Caprinos; OV: Ovinos; PR: Exploragées mistas
de caprinos e ovinos; R: Referéncia Bibliografica; TL: Técnica Laboratorial

» - Tamanho da amostra Tipo de % Positivo
Ano Regiao Espécie TL R
Animal | Exploragio | @Mostra | apimal | Exploragio
ELISA: 37,8
BOV 45 -
pcRr: 20,0
ELISA: 51,3
oV 39 -
PCR: 5,1 ELISA; 170
2009-13 Centro 9337 BTM
ELISA: 46,2 PCR
CAP 13 -
pcr: 0,0
ELISA: 58,3
PR 12 -
PCR: 16,7
oV 24 8,6 37,5
2011 Centro CAP 460 52 Sangue 10,4 28,8 ELISA R4
PR 13 - 38,5
2013 Norte BOV 9610 90 BTM - 61,1 ELISA | 172
Portugal 176
2014 oV 1068 20 Sangue 1,4 - ELISA
Continental
2014 Norte BOV 6050 50 BTM - 62,0 ELISA 7
2015: 10,2 173
2015-16 Centro oV - 78 BTM - ELISA
2016: 25,6
2015: 7,7 174
2015-16 Centro ov 168 42 Sangue - ELISA
2016: 17,3
2018 llha Terceira BOV - 132 BTM - 75,8 ELISA 175
Centro 178
2021 BOV - 84 BTM - 90,5 ELISA
Litoral
ELISA: 96,7 ELISA; 179
2021 Centro BOV 5398 30 BTM -
pcr: 31,0 PCR
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4 Sinais clinicos da infegao

41 Em humanos

Apos a exposigao de um individuo a Coxiella burnetii, a infegao que se segue podera ser
de natureza assintomatica, em 60% dos casos, ou de carater sintomatico, nos restantes 40%.
Dos individuos sintomaticos, cerca de 95% desenvolvem sintomas leves, com apenas 5% a
necessitarem de hospitalizag&o."18°

O periodo de incubagdo da febre Q varia entre individuos, sendo que uma revisdo
sistematica recente de varias publicacbes evidenciou que, em 95% dos casos, os primeiros
sintomas em humanos parecem ocorrer entre os sete e os 32 dias apds a exposicéo a C. burnetii,
com um valor mediano de 18 dias."®

A principal caracteristica da forma sintomatica da doencga, conhecida como febre Q aguda,
€ o seu pleomorfismo clinico, levando a que o diagndstico sé possa ser atingindo por meio de
testes sistematicos.*> A expresséo da infecdo parece estar relacionada com a estirpe de C.
burnetii, concentragdo de microrganismos e via de transmiss&o, assim como diferentes fatores
individuais do hospedeiro.2142

Apesar de ser considerada uma doenca de carater autolimitante, 1-5% dos pacientes
desenvolvem uma infegdo persistente, comumente designada de febre Q cronica, podendo
ocorrer meses ou anos apos exposigdo.”#'82 No entanto, alguns autores consideram esta
designacao obsoleta, sugerindo que o seu uso em futuras publicagdes seja evitado,
aconselhando ent&o a designagéo de complicagbes a longo prazo.*4183-186

Na Figura 9 encontra-se apresentada a progressao natural da infegao por C. burnetii em

humanos.
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Figura 9 - Progresséo natural da infe¢do por Coxiella burnetii em humanos.**
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41.1 Febre Q aguda

No que diz respeito a febre Q aguda, os trés principais sinais clinicos incluem febre,
pneumonia e hepatite, podendo estes coexistir em determinados casos.'#2'82 Num estudo
realizado em Franga, de 323 pacientes hospitalizados por febre Q aguda, 25% apresentaram os
trés sintomas, 40% manifestaram febre e niveis aumentados de enzimas hepaticas, 17% febre e
alteracdes pulmonares, sendo que apenas 8%, 6% e 4% demonstraram isoladamente febre,
alteragbes pulmonares e aumento das enzimas hepaticas, respetivamente.’

Adicionalmente, estas manifestagbes clinicas parecem variar entre diferentes regides
geograficas. Na Suica e Nova Escocia, por exemplo, € mais comum observar-se casos de
pneumonia como principal sinal clinico, enquanto que em Franga, Ontario e Califérnia, os casos
de hepatite se revelam mais frequentes.?®'

Ocasionalmente, a febre Q aguda pode ainda levar ao desenvolvimento de

sintomatologia cardiaca, dermatologica e neurolégica.*182

4.1.1.1 Febre prolongada

A febre causada por Coxiella burnetii € de carater remitente, geralmente com uma
duragdo de nove a 14 dias.'® A temperatura pode atingir os 40°C e tende a permanecer elevada
durante todo o dia, retornando a valores normais entre o 5° a 14° dia. No entanto, na auséncia
de tratamento, pode apresentar uma duragao de 57 dias em alguns pacientes.*? Cerca de 25%
dos individuos com febre Q aguda experienciam uma febre bifasica, sendo que, apds a primeira
fase, previamente descrita, inicia-se uma segunda fase, com o reaparecimento da febre,
usualmente de natureza intermitente e com temperaturas mais baixas. Adicionalmente, a febre
causada por C. burnetii esta geralmente associada a mialgias, cefaleia severa, dor retro-orbital

e situagbes ocasionais de fotofobia.'?!

4.1.1.2 Pneumonia

Nas situagdes de febre Q aguda em que se verifica pneumonia, a maior parte dos casos
sdo ligeiros, com tosse nao produtiva, febre, e alteragbes minimas a auscultagdo. No entanto,
alguns pacientes podem apresentar desconforto respiratério agudo, sendo que a duragdo dos
sintomas pode variar entre 10 a 90 dias, com uma taxa de mortalidade de 0,5% a 1,5%.7* A
presencga de sinais extrapulmonares também é frequente, como mialgias, artralgias, bradicardia,
dores de garganta, calafrios, nauseas, vémitos, dor abdominal e diarreia.**

Os pacientes com envolvimento pulmonar sdo geralmente mais velhos e
imunocomprometidos, menos frequentemente febris, e apresentam uma menor ocorréncia de
cefaleias e mialgias, quando comparados com pacientes com envolvimento hepatico.
Complicagdes associadas a pneumonias por febre Q aguda s&o raras mas incluem encefalite,

faléncia renal e respiratéria, insuficiéncia cardiaca congestiva e miocardite.®!
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4.1.1.3 Hepatite

Os casos de hepatite podem variar de hepatite assintomatica a febres prolongadas, com
presenca de granulomas no figado, sendo a apresentagdo de febre Q mais comum a nivel
mundial.*? Os niveis da fosfatase alcalina (FA), de AST e de ALT encontram-se geralmente duas
a trés vezes superiores aos valores normais, sendo que os pacientes sdo usualmente mais
jovens e imunocompetentes. Neste caso, € mais frequente observarem-se situagdes de febre,
cefaleias e mialgias.?’

Apesar do aumento do nivel das enzimas hepaticas e hepatomegalia serem frequentes,
a ocorréncia de ictericia € considerada rara.'®”'® Ainda que n&o tenha sido demonstrada uma
correlagao entre hiperbilirrubinémia e a severidade da hepatite em casos de febre Q aguda,
niveis mais elevados de bilirrubina em circulagéo estdo geralmente associados a febre mais
duradoura, tempo de hospitalizagdo mais longo e atrasos na recuperagio.’s®

A lesdo mais frequentemente encontrada apds exame histopatologico € a presenga de
granulomas, em forma de “donut”, constituidos por um vacuolo lipidico central, um anel de fibrina,
macréfagos ativados e linfécitos. 89190 Ao contrario do virus da hepatite, que infeta diretamente
os hepatdcitos, a C. burnetii tem como alvo as células de Kupffer, que, quando infetadas, iniciam
um processo de inflamacgao local e formagédo dos granulomas. Estes, por sua vez, induzem
pequenas alteragcdes no parénquima hepatico, com um nivel de necrose baixo ou mesmo
inexistente, explicando o aumento do nivel das aminotransferases.'®’ Apesar de serem comuns
em casos de hepatite por C. burnetii, estes granulomas, encontrados no parénquima hepatico e
medula 6ssea dos pacientes, ndo sdo patognomédnicos, uma vez que podem ocorrer em muitas
outras doencgas, como tuberculose, toxoplasmose, leishmaniose e alguns tipos de hepatite de
origem viral.'®

Determinados comportamentos do individuo, como a ingestdo de bebidas alcodlicas,
podem afetar a progressao da doenga, estando descritos casos de insuficiéncia hepatica aguda

em pacientes com alcoolismo, apos infegdo por C. burnetii.'87:1%°

4.1.1.4 Alteracées cardiacas

Em pacientes com febre Q aguda, cerca de 2% apresentam envolvimento cardiaco, com
miocardite como a principal causa de morte, sendo esta a forma da doenga mais severa e com
0 pior prognostico.*>19? Representando menos de 1% dos casos de febre Q aguda, a miocardite
contrasta com as restantes manifestagdes clinicas da doencga, sendo que, de um modo geral, a
febre Q apresenta uma taxa de mortalidade de 1-2%, mas, na presenca de miocardite, 25% dos
casos termina com a morte do paciente.'%'%* Apesar de ocorrer em individuos de todas as
idades, a incidéncia de miocardite por C. burnetii parece ser superior em pacientes mais jovens
e sem fatores predisponentes para afegbes coronarias.'®®

Os casos de pericardite, ainda que raros, também poderdo ocorrer em pacientes com
febre Q aguda, tal como reportado em varios estudos.''%197 Uma analise de 15 casos de
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pericardite por C. burnetii demonstrou que esta ndo ocorre apenas de forma aguda, podendo
surgir como complicagdo a longo prazo. Adicionalmente, dos 15 pacientes, 12 apresentavam
febre (>38°C), 11 queixavam-se de dores no peito e trés apresentavam tamponamentos
cardiacos severos.'”” Apesar das doengas pericardicas serem frequentemente classificadas
como idiopaticas, tem sido sugerido que a Coxiella burnetii possa ser o agente responsavel por

4,2% da totalidade de efusbes pericardicas diagnosticadas em pacientes hospitalizados.'%

4.1.1.5 Alterag6es dermatologicas

Ainda que ndo seja comum associar sinais clinicos dermatolégicos com febre Q, tem
sido demonstrado que estes estdo presentes em até 20% dos pacientes, sendo as erupgdes
maculopapulares do tronco a apresentagdo mais observada.'® Adicionalmente, outras leses
cutdneas como eritema nodoso, eritema anular centrifugo e paniculite associada a vasculite
também se encontram descritas, ndo so6 no tronco, como também nos membros e face de alguns

pacientes diagnosticados com febre Q aguda.?0-203

4.1.1.6 Alterac6es neurolégicas

Diversos estudos sugerem que a cefaleia € a manifestagéo neurolégica mais comum em
casos de febre Q aguda, considerando as meningoencefalites uma apresentagao mais rara da
doenga.’?"2% Em contexto hospitalar, s&o reportadas cefaleias severas em até 40% dos casos,
sendo que meningites e encefalites parecem ocorrer em 2-4% dos pacientes. Para além das
meningoencefalites, encontram-se descritos casos de lesbes focais do nervo o6tico, cerebelo, e
lobos cerebrais, assim como neuropatias periféricas.?%®

Em casos de febre Q aguda, o tipo de exposi¢do ocupacional de cada individuo podera
influenciar o risco de desenvolver sintomatologia neurolégica, sendo que pacientes com
envolvimento do sistema nervoso central parecem reportar mais frequentemente contacto prévio
com caprinos, quando comparados com pacientes que manifestam outras formas da doenga.?

De uma forma geral, o prognostico da febre Q aguda € bom na maioria das formas da
doenca. No entanto, tal como em situa¢cdes de miocardite, o prognéstico em casos de
meningoencefalite € usualmente mais severo, apresentando uma taxa de mortalidade mais

elevada.196.207

4.1.2 Febre Q cronica vs Complicagdes a longo prazo

Relativamente a nomenclatura da febre Q “crénica”, existe alguma discérdia entre varios
autores.?’183.184 Em 2012, foram publicados novos critérios para classifica-la como i) possivel,
por meio de critérios serolégicos, ii) provavel, pela associagdo de critérios serolégicos e
sintomatologia clinica variavel, e iii) comprovada, definida por testes de PCR positivos em sangue

e amostras de tecido ou por critérios serolégicos associados a endocardite e/ou infegbes
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vasculares.?! No entanto, a presenca de titulos elevados de anticorpos anti-C. burnetii nem
sempre esta relacionada com a existéncia de infegdes focais persistentes, tal como demonstrado
num surto na Guiana Francesa, onde se observaram titulos muito elevados mas raramente foram
diagnosticadas estas complicagdes.** Uma identificagdo mais precisa destes focos de infegio
permite prevenir complicagdes em o6rgaos-alvo, possivelmente fatais a longo prazo, assim como
evitar efeitos secundarios de administragcbes medicamentosas em pacientes que apenas
demonstrem isoladamente testes seroldgicos elevados. '8

Além das infegOes focais persistentes, alguns pacientes podem desenvolver um estado
de cansago prolongado.'84186.208 A gsindrome de fadiga pos-febre Q (QFS) pode manifestar-se
varios anos apos infegcdo primaria por Coxiella burnetii, sem qualquer evidéncia de infegdo

persistente, representando mais uma das possiveis complicagdes a longo prazo da doenga.*

4.1.2.1 Infegoes focais persistentes

Na febre Q, os 6rgaos mais afetados no decorrer de infegdes focais persistentes incluem
0 coragao, artérias, ossos e figado, podendo, tal como referido, desenvolver-se complicagbes
meses ou mesmo anos apos a fase aguda da doenga.”® Pacientes com afegbes valvulares,
arterite infeciosa, implantes vasculares ou imunocomprometidos estdo mais predispostos a estas
complicagbes, sendo a endocardite a manifestacdo da doenga mais frequentemente

observada.’®

4.1.2.1.1 Endocardite e infe¢goes vasculares

A endocardite crénica € a manifestagdo mais comum e severa das complicagbes a longo
prazo observadas apos infecdo por C. burnetii, podendo ser fatal em 5-60% dos casos.'32%°
Geralmente, as manifestagdes clinicas sao inespecificas, como febre, calafrios, perda de peso e
hepatoesplenomegalia.?’ A sua incidéncia é maior em individuos do sexo masculino com mais
de 40 anos de idade, ocorrendo em praticamente todos os pacientes com valvulopatias
concomitantes, nomeadamente quando ha envolvimento das valvulas mitral e aértica.*> Como
tal, justifica-se a realizagdo de ecocardiografias sistematicas em pacientes previamente
diagnosticados com febre Q aguda, de forma a detetar estas lesbes predisponentes e iniciar um
possivel tratamento profilatico.2'® No entanto, alguns pacientes podem demonstrar uma infegéo
latente, permanecendo assintomaticos durante anos, sem lesdes vegetativas detetaveis a
ecocardiografia, enquanto a bactéria destréi gradualmente as valvulas cardiacas.'®

As infegdes vasculares representam a segunda forma mais comum de complicagdes a
longo prazo da febre Q, ocorrendo principalmente em pacientes com lesdes preexistentes, como
aneurismas e enxertos vasculares.'8%2'! Os sintomas mais comuns incluem febre, perda de peso,
fadiga e dor abdominal, sendo que a porgéao infrarrenal da aorta parece ser o segmento mais

afetado.?'" Algumas complicagdes incluem fistulas aortoduodenais, levando a hemorragias
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severas, espondilodiscite, rotura de aneurismas e embolias.?'??'® O prognostico geral das

infecdes vasculares por C. burnetii € mau, com uma taxa de mortalidade de 18-26%.4

41.21.2 Infegbes osteoarticulares

Inicialmente consideradas acontecimentos raros, as infe¢gdes osteoarticulares por C.
burnetii tém vindo a ser cada vez mais reportadas, principalmente em criangas, nas quais a
osteomielite parece ser a forma mais comum de complicagbes a longo prazo da febre Q.196:214
Esta ocorre geralmente nos membros inferiores, particularmente nas epifises de ossos longos e
nos ossos do pé, e na parede toracica, podendo apresentar uma natureza isolada ou

multifocal 44214

4.1.2.1.3 Outras complicagoes

Outras complicagdes a longo prazo da infegdo por Coxiella burnetii incluem hepatite
cronica com possivel evolugado para cirrose, principalmente em pacientes com habitos de
alcoolismo, fibrose pulmonar, pseudotumores do baco e pulmao, tiroidite, nefrite e anemia
hemolitica.'®2211.215-217 Casos de linfadenite persistente também se encontram descritos,

constituindo, por sua vez, um fator de risco para o desenvolvimento de linfomas.?'®

4.1.2.2 Sindrome de fadiga pés-febre Q

Excluindo as afegbes cardiovasculares, a QFS é considerada a complicagdo a longo
prazo mais importante da infecdo por Coxiella burnetii, descrita em 20-30% dos pacientes em
varios estudos a nivel global, tendo efeitos emocionais e socioecondmicos consideraveis.208.219
Caracterizada como um estado de fadiga prolongada, estabelecido no seguimento de febre Q
aguda, a QFS pode ter uma duragdo de seis meses a mais de dez anos, estando geralmente
associada a afe¢gdes musculoesqueléticas e pulmonares, problemas neurocognitivos, cefaleias,
disturbios de sono e transtornos do humor.??°

Apesar de ndo existir um consenso no que diz respeito a sua etiologia, tratamento e
prognostico, uma das possiveis causas da QFS parece ser a desregulagdo da produgado de
citoquinas, induzida por antigénios como o LPS e proteinas residuais da bactéria, e ndo pela
persisténcia de Coxiella burnetii latente.?°822! Relativamente ao tratamento, a terapia cognitivo-
comportamental aparenta ser uma melhor opgdo quando comparada com administragdo de

antibacterianos. 88

41.3 Febre Q em mulheres gravidas

Relativamente as mulheres gravidas, foi demonstrado que as infegbes por Coxiella

burnetii sdo menos sintomaticas que o observado noutras mulheres e nos homens,
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permanecendo assintomaticas em mais de 90% dos casos.??2222 Como tal, € comum que sejam
muitas vezes subdiagnosticadas, colocando-as em maior risco de desenvolver infegcdes
persistentes. A auséncia de tratamento em situagbes de febre Q, nomeadamente no primeiro
trimestre de gestacéo, esté associada a abortos espontaneos, possivelmente recorrentes, nados-
mortos, restricdo do crescimento intrauterino, nascimentos prematuros e morte fetal.224-226

O momento da gestagéo no qual se da a infegdo também parece estar relacionado com
a probabilidade de desenvolver problemas a longo prazo. Um estudo demonstrou que 80% das
pacientes gravidas, cuja infegdo ocorreu no primeiro trimestre, desenvolveu este tipo de
complicagbes, demonstrando quase o dobro da incidéncia observada em pacientes infetadas no
segundo e terceiro trimestre.®! As explicagbes para as complicagbes verificadas durante a
gravidez incluem danos diretos a placenta, por agao da bactéria, danos indiretos por insuficiéncia
placentaria, causada pela modulagéo da resposta inflamatéria, e ainda infecées do préprio feto,
uma vez que C. burnetii ja foi isolada tanto de placentas como de tecido fetal.''

De um modo geral, a testagem sistematica durante a gravidez é recomendada apos
situagdes febris ou de partos problematicos. Em casos associados a surtos de febre Q, ou nas
situagbes em que o contacto com animais se revela frequente, aconselha-se a testagem
sistematica a todas as mulheres gravidas, procedendo ao tratamento e monitorizagdo em casos

positivos, e a testagem mensal nos casos negativos.??

4.2 Sinais clinicos nos ruminantes domésticos

Comparativamente a febre Q aguda nos humanos, a infecdo por Coxiella burnetii nos
animais é mais frequentemente afebril e subclinica. Como tal, a denominagao de febre Q animal
ndo € a mais correta, devendo utilizar-se o termo coxielose.??’” Apesar de se verificar uma
ocorréncia mundial de infegdes por Coxiella burnetii nos ruminantes domésticos, comprovada
pela presenga de animais seropositivos em varias regides do globo, o conhecimento da fase
aguda da doenga é bastante reduzido.??®

Em infegbes crénicas, os locais mais afetados incluem o Utero e a glandula mamaria,
sendo que a coxielose se manifesta maioritariamente a nivel reprodutivo, sendo responsavel por
abortos, nados-mortos e nascimento de vitelos fracos e inviaveis.® De um modo geral, estes
disturbios apresentam uma maior expressao nos ovinos e caprinos, sendo que nos bovinos é
mais comum observarem-se casos de infertilidade, metrites e mastites.™

Situagbes de pneumonia, retengdo de membranas fetais e placentite também se
encontram descritos nos ruminantes domésticos, sendo, portanto, importante compreender como
€ que a infecdo se desenvolve na placenta e consequentemente no feto, quando se interpretam
os dados laboratoriais de descendéncia afetada.?>??® Deve ter-se em consideragdo que, a
existéncia de problemas como a ocorréncia de nados-mortos ou nascimento de vitelos fracos
nao devem ser tratados como acontecimentos isolados, mas sim como possiveis desfechos das
infecdes intrauterinas por Coxiella burnetii, representados na Figura 10. O desfecho, por sua vez,
depende de fatores como a viruléncia da estirpe de C. burnetii, a resposta imunitaria materna e
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fetal, a severidade da les&o placentaria, a possivel transmisséo ao feto e o grau de disseminagao

da bactéria no mesmo, idade da gestagéo e numero de fetos infetados.??

Invaséo do Gtero gravido e placenta

I

lnfeqao_ rgpldamente Infecdo estabelecida
eliminada
Infegédo latente Infegéo ativa
PEDIEREEE Disseminagdo ao Eliminada Localizada Disseminada
localizada feto
A A
Infe¢éo Infecao Via Via
latente ativa hematogénica transplacentéria
y
Fluido amniético
y
[ Figado ] [ Intestino ] ’ Pulméao ]
[ Infecéo localizada ou disseminada ]
A Y
Desfecho mais provavel: descendéncia saudavel Desfecho mais provavel: Complexo APSW (ou descendéncia saudavel)

Figura 10 - Possiveis desfechos de uma infegao intrauterina por Coxiella burnetii em animais gestantes.

O conhecimento da disseminacgéo intrauterina de C. burnetii é limitado, pelo que os dados mais recentes

indicam que a infegao pode seguir um de dois trajetos mais provaveis: uma infegao latente (setas verdes)

que permanece localizada na placenta ou se dissemina ao feto, mantendo-se latente, correspondendo ao

desfecho mais comum nos bovinos; uma infegdo ativa (setas vermelhas) que pode permanecer limitada a

placenta ou disseminar-se ao feto, por via hematogénica ou transplacentaria, podendo resultar em
abortos, partos prematuros, nados-mortos e fetos inviaveis, que juntos constituem o Complexo APSW.
(Adaptado de %)

4.2.1 Sinais clinicos de coxielose em bovinos

Tal como referido, na sua forma aguda, a coxielose raramente apresenta manifestagdes
clinicas nos bovinos, sendo a forma crénica responsavel por alguns disturbios reprodutivos.'®?

Em estudos experimentais precoces, antes da implementagdo de medidas de
biosseguranga mais restritas, as vacas seronegativas desenvolveram febre de carater
autolimitante, dois a trés dias apds inoculagao subcutanea da estirpe Nine Mile de C. burnetii.
Em novilhas inoculadas por via intradérmica com a estirpe C9, também se verificaram respostas
febris associadas a pneumonia, atingindo temperaturas corporais de 41°C, 24 a 36 horas apés

inoculagdo.?’”® No entanto, ao contrario do que se verifica em humanos e vacas
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experimentalmente infetadas, os ruminantes raramente apresentam manifestacdes respiratérias
ou cardiacas ap0os infecéo por Coxiella burnetii.'

Em bovinos, o aborto associado a coxielose € um acontecimento raro.?%23! Este é
definido como a expulsdo prematura do feto entre o 50° e 270° dia de gestagéo, sendo que uma
taxa anual de até 5% podera ser considerada normal numa explora¢&o.?®> Em casos de
coxielose, os abortos sdo atribuidos a placentite resultante da infegcdo dos trofoblastos por
Coxiella burnetii, sendo frequentemente diagnosticados numa fase mais tardia da gestag&o.?28233
Adicionalmente, a seroprevaléncia de anticorpos anti-C. burnetii parece superior em vacas
abortadas no ultimo trimestre. No entanto, é importante ter em consideracdo que isto podera
dever-se ao facto de serem enviados para analise laboratorial um nimero superior de fetos mais
desenvolvidos, comparativamente a fetos mais precoces.??® Ainda que os abortos nos bovinos
sejam menos comuns que nos pequenos ruminantes, a coxielose continua a representar um risco
zoondtico, dada a excregédo prolongada da bactéria através do leite.?®* Tendo em conta a duragao
da excregédo e o elevado tropismo que a C. burnetii apresenta para a placenta e glandula
mamaria, estio descritas situacdes de mastite clinica e subclinica em vacas leiteiras. 182235236 Deg
forma a explorar a relagdo entre a excrecdo de C. burnetii no leite e situagbes de mastites, um
estudo nos EUA demonstrou que a presenga da bactéria em cada quarto mamario esta
fortemente associada a mastites crénicas subclinicas, uma vez que a contagem de células
somaticas (CCS) se revelou mais elevada em situagdes positivas ao teste de PCR.2%

A placentite € uma das principais lesbes observadas apés infecao por C. burnetii,
havendo uma forte relagdo entre a presenca da bactéria e a sua ocorréncia. Esta pode ser
acompanhada por situagdes de necrose placentaria e broncopneumonia fetal, estando as lesdes
no feto geralmente restringidas aos pulmdes.?*32%" No entanto, a ocorréncia de lesdes fetais ndo
€ muito comum, pelo que, para obtencdo de um diagndstico de coxielose mais correto, a
submiss&o dos fetos para analise laboratorial deve incluir a placenta das vacas abortadas.??”

Apesar de alguns estudos associarem a presenga de C. burnetii a situagbes de retengao
das membranas feitais, infertilidade, esterilidade e metrite/endometrite, ndo existem evidéncias

solidas que comprovem essa relagdo de forma consistente, 182:228.238

4.2.2 Sinais clinicos em pequenos ruminantes

Relativamente aos pequenos ruminantes, ja foram conduzidos alguns estudos da fase
aguda da infegao por Coxiella burnetii em fémeas gestantes experimentalmente infetadas.?3%-243
Em ovelhas, foram observados casos de febre, atingindo temperaturas até 40,9°C, com dois a
trés dias de duracéo, cinco a sete dias apds a inoculacdo endovenosa € intraperitoneal da estirpe
Tchilnov. A febre, por sua vez, foi acompanhada de depresséo, hipersialia, rinite, conjuntivite e
taquipneia resultante de pneumonia intersticial. Alguns dias antes do parto, a condigédo geral das
fémeas foi deteriorando-se, resultando em nados-mortos ou fetos inviaveis e placentas
necréticas e/ou inflamadas. Em cabras, apds inoculagdo da estirpe CbC1 de C. burnetii, foi
observado um aumento de temperatura dose-dependente, verificando-se temperaturas de até
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40,5°C. A febre desenvolveu-se trés dias apds a inoculagao, tendo uma duragao de trés a cinco
dias. As inoculagbes foram realizadas ao 84° ou 90° dia de gestagao, sendo que, a partir dos 25
dias pos-inoculagao, foram observados abortos dose-independentes ao longo do restante
periodo gestacional.??®

Os casos de aborto sdo mais frequentes nos pequenos ruminantes, sendo que as taxas
podem variar entre 3% e 80%. No entanto, taxas de aborto elevadas raramente se observam,
exceto em alguns rebanhos de caprinos, uma vez que estes parecem ser a espécie mais
suscetivel.?>2%* Apesar dos fetos abortados aparentarem ser normais, as placentas infetadas
apresentam fibrose intercotiledonar e exsudados descolorados néo especificos. Adicionalmente,
a C. burnetii parece induzir respostas inflamatdrias severas no miométrio em caprinos.?*

Em exploragdes onde tenham ocorrido surtos de aborto, € comum que se verifiquem
problemas reprodutivos na épocade partos seguinte, uma vez que se pode estabelecer uma
infecao latente, com posterior reativagéo da multiplicagao de C. burnetii durante a nova gestagéo.
Geralmente, até 90% das fémeas reprodutoras podem estar infetadas num rebanho, sendo que,
quando se verificam abortos, nomeadamente na fase final da gestacdo, assim como nados-
mortos e fetos invidveis, a coxielose devera ser incluida na lista de diagnosticos diferenciais.?4°

Ainda que exista uma associagdo entre a coxielose e a ocorréncia de mastites em

bovinos leiteiros, o0 mesmo carece de estudos no que diz respeito aos pequenos ruminantes.??®

5 Diagnosticos diferenciais

Nos ruminantes domésticos, varias doencas podem apresentar manifestagdes clinicas
semelhantes ao que se observa na coxielose, pelo que possiveis diagnoésticos diferenciais
incluem outras causas de disturbios reprodutivos, nomeadamente aborto e infertilidade, como
leptospirose, brucelose, listeriose e salmonelose (Tabela 8).246247 Apesar de poder ter origem em
fatores nao infeciosos, como anormalidades genéticas, stress térmico, traumas, deficiéncias
nutricionais e agentes toxicos, o aborto nos ruminantes esta mais frequentemente associado a
agentes infeciosos, seja de etiologia bacteriana, viral, fungica ou protozoaria.?*

Em humanos, dada a amplitude do espetro de apresentacgdes clinicas da febre Q,
multiplas etiologias devem ser consideradas no momento do diagnéstico. Possiveis diagndsticos
diferenciais incluem hepatites virais, pneumonia por Pneumococcus e outros microrganismos
atipicos, meningite meningocdcica, doengca de Lyme, brucelose, leptospirose e algumas

riquetsioses.?*®
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Tabela 8 - Possiveis diagnésticos diferenciais de coxielose nos ruminantes domésticos. BVDV: Virus da
diarreia viral bovina;, BHV-1: Herpesvirus bovino tipo 1; R: Referéncia bibliografica

Causas

Manifestagoes reprodutivas

Bacterianas

Brucella spp.

Abortos tardios; nados-mortos; fetos inviaveis, retengdo da placenta;
metrite; edema da placenta e necrose dos cotilédones; infertilidade;

possivel pneumonia fetal

248,250

Campylobacter spp. Abortos esporadicos em fases avangadas da gestagdo; placentite; 248,250
broncopneumonia fetal

Chlamydophila spp. Abortos tardios; nados-mortos; fetos inviaveis; infertilidade; 250,251
endometrite

Leptospira spp. Abortos na fase final da gestacdo; placenta avascular; frequente

morte fetal

248,250

Listeria monocytogenes

Abortos esporadicos na fase final da gestagado; placentite; necrose
multifocal dos cotilédones; possivel necrose hepatica multifocal no

feto

248,250

Salmonella spp.

Abortos esporadicos na fase final da gestagao, frequentemente sem

outros sinais clinicos associados

248,250

Virais

BVDV Abortos em qualquer fase da gestagdo; infertilidade; anomalias 250,252
congeénitas

BHV-1 Abortos esporadicos; possiveis focos necréticos no figado dos fetos; 248,250
geralmente associada a doenga respiratéria prévia ou concomitante

Fungicas

Aspergillus spp. Abortos esporadicos; lesdes difusas ou multifocais nos cotilédones;

lesdes cutaneas no feto

248,250

Protozoarias

Neospora caninum

Abortos esporadicos; nados-mortos; infertilidade; encefalite e

miocardite fetal

248,250

Toxoplasma gondii

Abortos na fase final de gestagao; anomalias congénitas; morte fetal

250,253

6 Meétodos de diagnéstico de febre Q

Uma detegao eficiente de Coxiella burnetii, nomeadamente nos ruminantes domésticos,

representa um ponto critico no controlo da disseminagao da febre Q entre animais e dos animais

para os humanos.'#62%* Nestas espécies, tal como referido, as infegdes sdo maioritariamente

assintomaticas, constituindo um desafio no momento do diagnéstico, seja na investigacdo de

surtos abortivos, na avaliagéo de riscos zoonéticos, ou na determinagao de animais isolados e/ou

grupos de animais como livres de infeg&o.2%

Nos animais, a coxielose pode ser diagnosticada por meio de métodos diretos, como

imunohistoquimica (IHC) e PCR, assim como métodos indiretos, nomeadamente CFT, ELISA e
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IFA. De forma a atingir-se um diagnéstico mais conclusivo do estado de uma infegéo a nivel de
exploragéo, os protocolos mais recentes recomendam uma associacdo de métodos diretos e
indiretos.'7%2% Na caso da UE, a EFSA sugere uma abordagem diagnoéstica padronizada, por
meio de PCR e ELISA.?%

Para se determinar a presenca ou auséncia de infe¢cao por C. burnetii em exploragdes de
ruminantes, deve ter-se em consideragao as vantagens e limitagdes de cada teste de diagnéstico
em varios cenarios clinicos. Os métodos diretos de diagnostico, que pesquisam a presenga da
bactéria, assim como os métodos indiretos, que pesquisam evidéncias de exposi¢cao prévia a

bactéria, encontram-se descritos na Tabela 9 e 10, respetivamente.?%®

6.1 Métodos diretos de diagnoéstico de febre Q

Tal como referido, os métodos de diagndstico diretos detetam a presenga de Coxiella
burnetii ou de um dos seus componentes na amostra, destacando-se os métodos de PCR, IHC
e cultura bacteriana.™

O PCR oferece beneficios substanciais na identificacdo de Coxiella burnetii
comparativamente a outros meios de diagndstico, especialmente nas fases iniciais da doenga
onde nao se verifica a presenga de anticorpos, apresentando elevados valores de sensibilidade
e especificidade.?%?%° Face as limitagdes do PCR convencional, incapaz de quantificar a bactéria
presente, o desenvolvimento do gPCR em tempo real (RT-qPCR) permitiu obter uma ferramenta
de diagndstico rapido, capaz de oferecer informagéo quantificavel.' Este pode ser util para
determinar se C. burnetii € de facto o agente causal em situagdes de aborto em ruminantes, ou
se é apenas excretada simultaneamente, uma vez que fémeas abortadas apresentam valores
de cycle threshold (Ct) correspondentes a um numero de microrganismos muito superior ao
verificado em fémeas assintomaticas com excregao persistente.?%> Existem varios kits de PCR
disponiveis para detegcdo de DNA de Coxiella burnetii, sendo o gene alvo IS1111, presente em
multiplas copias no genoma da bactéria, comumente utilizado.4#2%°

Ainda que os testes moleculares sejam adequados para uma rapida identificagéo de C.
burnetii nos tecidos e fluidos corporais, a detegao isolada da bactéria pode nao representar
significado diagnostico, uma vez que esta pode ser transportada e excretada por animais
saudaveis.z*” Adicionalmente, outra limitagdo do PCR assenta na sua incapacidade de distinguir
bactérias viaveis de inviaveis, sendo que a detecao isolada de DNA da bactéria ndo & sinénimo
da sua viabilidade, nomeadamente nas situagdes em que os valores de Ct s&do elevados. No
entanto, detegdes repetidas, acompanhadas por uma diminuicdo dos valores de Ct, sdo
indicativas de um aumento das cépias do genoma de C. burnetii e, consequentemente, de
crescimento bacteriano.2%°

A reacdo imune provocada em varios 6rgaos por agdo de Coxiella burnetii pode ser
desvendada através da andlise histopatologica.** O método de IHC permite detetar C. burnetii
em tecidos fixados com parafina ou acetona, tendo vindo a ser utilizado no diagndstico de
complicagbes a longo prazo da febre Q.25" Um método desenvolvido com base no complexo

43



avidina-biotina-peroxidase para diagndstico de rotina em pequenos ruminantes demonstrou ser
uma ferramenta de diagnostico rapido, ndo necessitando de bactérias viaveis ou tecido fresco.
Como tal, esta técnica podera permitir a realizacdo de estudos retrospetivos a partir de amostras
previamente armazenadas. No entanto, o uso da IHC ndo se revela utii em estudos
epidemiologicos de grande escala.™

Apesar de ser pouco praticada, a cultura de C. burnetii continua a ser um método de
diagnostico util nos casos em que é necessario isolar a bactéria de tecidos contaminados com
multiplas bactérias. Contudo, devido a sua elevada capacidade infeciosa, o isolamento de
Coxiella burnetii s6 pode ser efetuado em laboratérios de biosseguranga nivel 3.262
Adicionalmente, de um ponto de vista técnico, a cultura da bactéria € um processo dificil de
realizar e apresenta uma sensibilidade baixa. Recentemente, foi desenvolvido um meio axénico
estritamente relacionado com as necessidades metabodlicas de C. burnetii no fagolisossoma,
permitindo que esta possa desenvolver-se fora duma célula hospedeira. Esta descoberta
revolucionaria tornou entdo possivel a realizagdo de novos estudos relacionados com o agente

causal da febre Q.

Tabela 9 - Métodos de diagnéstico diretos e tipos de amostra mais utilizados na detegcéo de evidéncias de
infeggo por Coxiella burnetii?®®

Teste laboratorial Tipo de amostra Consideragoes

Observagdo direta | « Placenta com pelo menos um | e Cocobacilos rosa/ avermelhados,

da bactéria a dois cotilédones usualmente com corantes de Ziehl-
¢ Tecido fetal Neelsen, Gimenez e Giemsa
e Muco vaginal ¢ Confirmado por IHC

PCR e Materiais de aborto e Indica a presenca de DNA da bactéria,
e Amostras de leite individuais resultante de infegdo ou contaminagao
e BTM e PCR quantitativo (QPCR) permite uma
e Produtos derivados do leite melhor interpretacdo dos resultados:
e Fezes <1000 copias do gene 1S1111/uL
e Muco vaginal geralmente ndo é considerado um
e Amostras ambientais resultado significativo

e A sensibilidade e especificidade do teste
depende do gene alvo do ensaio

e PCR no sangue pode complementar, mas
ndo devera substituir outros métodos de
diagndstico, uma vez que a sua
sensibilidade para este tipo de amostra

nao se encontra bem definida

Cultura bacteriana | « Materiais de aborto e Raramente realizadas devido ao risco
e Amostras de leite individuais humano e necessidades fastidiosas para o
e BTM crescimento da bactéria

e Produtos derivados do leite
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e Fezes e Tem de ser realizado em laboratérios de
e Muco vaginal biosseguranca nivel 3
e Amostras ambientais * Necessita de niveis altos de excrecao para

ser realizada de forma fidedigna

6.2 Métodos indiretos de diagnostico de febre Q

Os métodos de diagnostico indiretos identificam respostas imunitarias humorais ou
celulares especificas face a uma exposigédo prévia a Coxiella burnetii.'* Os testes seroldgicos
avaliam a presenga de anticorpos especificos para as formas antigénicas de fase | e fase Il de
Coxiella burnetii, pelo que, na maioria dos testes comerciais disponiveis para ruminantes, o
resultado obtido corresponde ao somatério dos titulos de Ac especificos para cada uma das
fases.44:2%

Os testes de ELISA podem ser realizados no soro, plasma e leite de ruminantes, sendo
facilmente aplicados em estudos a larga escala. Ainda que sejam adequados para testar um
grande numero de animais e exploragoes, os métodos de ELISA ndo permitem identificar animais
excretores, uma vez que nao existe uma relagdo consistente entre seropositividade e grau de
excrecgéo de C. burnetii.'*?? De forma a melhor entender esta relagdo, um estudo com bovinos
leiteiros demonstrou que cerca de 50% das vacas com niveis persistentemente elevados de
seropositividade apresentavam, por sua vez, um tipo de excregao persistente, com as restantes
a demonstrarem uma excregéo esporadica ou mesmo inexistente.?%® No entanto, deve ter-se em
consideragdo que animais seronegativos podem continuar a excretar a bactéria,
independentemente do teste laboratorial utilizado.?®®

Em medicina humana, os testes indiretos de imunofluorescéncia indireta (IFA)
representam o método de diagndstico de referéncia, dada a sua elevada sensibilidade e
especificidade, sendo o mais utilizado a nivel global.’™ Um estudo com caprinos demonstrou uma
boa concordancia entre os valores obtidos nos testes de IFA e ELISA, com o ultimo a mostrar-
se ligeiramente mais sensivel. Adicionalmente, verificou-se uma associagdo entre valores
elevados de seropositividade e a ocorréncia de abortos.?%*

Os testes de ELISA e IFA apresentam maior sensibilidade que o CFT na detegdo de Ac
anti-C. burnetii na fase aguda da doenga, tanto em humanos como nos animais. O CFT
dificilmente permite diagnosticar infegbes recentes, uma vez que os Ac detetados por este
método podem persistir apds a doenga aguda.?? Para além de apresentar menor sensibilidade
que os métodos de ELISA e IFA, o CFT é também menos especifico e mais trabalhoso. Este é
incapaz de detetar todas as subclasses de IgG, sendo que nos ruminantes so6 a IgG1 é que se
fixa ao complemento. Adicionalmente, IgG2, IgM e substancias anti-complemento
potencialmente presentes no soro, podem interferir com a fixagdo de IgG1 ao complemento,

diminuindo, portanto, o valor do titulo de IgG1 detetado pelo CTF.™
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Tabela 10 - Métodos de diagnéstico indiretos e tipos de amostra mais utilizados na detecdo de evidéncias
de exposi¢do prévia a Coxiella burnetii?>®

Teste laboratorial Tipo de amostra Consideragoes

ELISA e Soro sanguineo e Método mais utilizado para testagem em
o Amostras de leite individuais grande escala
e BTM e Boa concordancia com os resultados dos

testes de IFA

IFA e Soro sanguineo e Teste serologico definitivo em medicina
e Amostras de leite individuais humana
e BTM e Menos utilizado em veterinaria devido aos

requerimentos técnicos exigidos
e Muito boa concordancia com resultados
obtidos nos testes de ELISA

CFT e Soro sanguineo ¢ Método menos sensivel que a maioria dos
e Amostras de leite individuais testes de ELISA
e BTM ¢ Boa especificidade

e Amostras ELISA  negativas  podem
demonstrar titulos baixos no teste de CFT,
possivelmente detetando IgM

¢ Uso limitado em espécies pecuarias

7 Controlo e prevengiao

Dado que a transmissao entre humanos € extremamente rara e a febre Q € principalmente
transmitida por aerossois, boas medidas de biosseguranga devem ser implementadas de forma
a minimizar ou prevenir a exposigdo dos humanos a animais infetados e ambientes
contaminados.?? Tal como se verifica em todas as outras zoonoses, o controlo da coxielose nos
animais ira influenciar a expresséo da doenga nos humanos.?**

Devem ser tomados cuidados acrescidos quando se introduz um novo animal numa
exploragéo livre de coxielose. |dealmente, é aconselhada a realizacdo de uma investigagéo
serolégica prévia na exploragdo de origem e, em casos de seropositividade para C. burnetii,
apenas introduzir esses animais em exploragbes seropositivas ou vacinadas.??%8 Por sua vez, a
quarentena de novos animais também deve ser uma pratica a considerar, principalmente em
exploracbes sem evidéncias prévias de infegdo.®*

Os animais no periparto devem ser mantidos isolados de outros animais, nomeadamente
jovens e gestantes, em locais fechados, com fluxo de ar controlado. Isto permite reduzir o risco
de transmissao aerégena aos restantes animais da exploracdo que se encontrem localizados a
favor do vento.?®® Adicionalmente, este local deve permitir uma facil desinfecdo, devendo
proceder-se também a desinfecdo de todos os equipamentos utilizados no momento do parto.
Os produtos de alto risco resultantes de partos/abortos devem ser posteriormente incinerados

ou enterrados com aplicacdo de cal, para que ndo sejam ingeridos por carnivoros domésticos ou
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selvagens.'*?2 Dada a elevada capacidade de Coxiella burnetii se agregar a particulas de po, os
locais secos, particularmente proximos a areas de circulacdo animal, devem ser mantidos
ligeiramente humedecidos, para que nado induzam facilmente a formagdo de poeiras
contaminadas.?%®

Nas exploragdes que apliguem estrume/chorume nos campos, este deve ser previamente
tratado com cal viva ou cianamida calcica a 0,6%, sendo desaconselhado o seu transporte e
aplicagdo em dias mais ventosos.882% Alguns paises apresentam legislagéo relativa a este fator
de risco, sendo que, nos Paises Baixos, a aplicagdo de estrume de exploragdes infetadas é
proibida por um periodo minimo de 90 dias apds suspeita de infegéo.'

As populagdes humanas devem evitar situagdes que levem a exposicdo a C. burnetii,
adotando boas praticas de higiene, nomeadamente a lavagem frequente das maos, e utilizando
material de protecado individual descartavel. Este devera incluir bata, luvas e mascara, sendo o
seu uso particularmente importante no momento do parto. Uma desinfe¢cdo frequente das
instalacbes estda também associada a um menor risco de seroconversdao em produtores
agricolas, com desinfetantes como hipoclorito a 1%, Virkon® S, e etanol a 70%, a demonstrarem
algum nivel de eficacia na desativagéo de C. burnetii.?®® Para além de boas praticas de higiene
e desinfegéo, a implementacao de estratégias de controlo de vetores, nomeadamente carragas,
podera contribuir para a diminuigdo da carga bacteriana ambiental 4226

Dado que a febre Q € uma doenga muito subdiagnosticada, os grupos com maior risco
ocupacional devem ser mantidos bem informados relativamente as possiveis manifestagbes

clinicas da mesma, tanto nos humanos como nos animais.??

7.1 Terapéutica

De um modo geral, a eficacia do uso de antimicrobianos no combate ao aborto e excrecéo
causados por Coxiella burnetii ainda ndo se encontra totalmente comprovada.?5®

Nos ruminantes, a terapéutica consiste geralmente em duas administragdes injetaveis de
oxitetraciclina, numa dose de 20 mg/kg de peso vivo, durante o Ultimo més de gestagao, ainda
que este tratamento ndo previna totalmente a ocorréncia de abortos e a excregdo de C.
burnetij.??4?

Um estudo recente em bovinos leiteiros procurou relacionar diferentes regimes de
vacinagao e administragdo de oxitetraciclina injetavel com a excregao de Coxiella burnetii, com
base em amostras de BTM. Os resultados obtidos demonstraram que nenhum dos regimes de
antibioterapia se associou a um padrédo de excrecdo favoravel, pelo que o uso de antibidticos
devera estar limitado a situagdes particulares, e nédo tido como um procedimento sistematico.
Adicionalmente, nao foi realizado o isolamento de Coxiella burnetii a partir de amostras positivas,
pelo que uma possivel resisténcia as tetraciclinas, ndo investigada neste estudo, ndo pode ser
excluida.?®

Noutro estudo, realizado nas mesmas exploracdes de bovinos leiteiros, mas avaliando a

excre¢do a nivel individual, por meio de testes de PCR em amostras de muco vaginal, foi

47



evidenciada uma associagéo entre o uso de antibidticos no periodo de secagem e a prevengéo
da excregao no parto. No entanto, nos animais detetados como excretores, ndo se verificaram
reducgdes significativas na carga bacteriana excretada. Adicionalmente, as propor¢des de
animais excretores corresponderam a 18,9% nos casos onde ndo foram administrados
antibioticos, 16,3% em animais com uma administracdo de oxitetraciclina a secagem e 16,4%
em animais com duas administracbes de oxitetraciclina, com um intervalo de 15 dias,
questionando-se a utilidade da segunda administragdo.?%”

Estudos farmacocinéticos realizados em ovelhas adultas, gestantes e ndo gestantes,
demonstraram que a administragédo de clorotetraciclina no alimento ndo € um processo eficaz,
uma vez que as doses maximas aprovadas ndo permitem atingir concentracdes minimas
inibitorias, tanto no plasma dos animais adultos, como nos tecidos e plasma fetal.?6826° QO
tratamento com duas administragcdes de oxitetraciclina injetavel no ultimo més de gestagao
também ja foi proposto em caprinos, mas continuam a ser necessarios mais estudos relativos a
relevancia desta intervencido nesta espécie.?5%270

Nos humanos, o tratamento recomendado em situagbes de febre Q aguda consiste na
administragéo diaria de 200 mg de doxiciclina, durante 14 dias, a qual demonstra propriedades
farmacocinéticas superiores e menor intolerancia gastrica quando comparada com as
tetraciclinas."** Em situagdes de complicagdes a longo prazo, podem ser necessarios protocolos
terapéuticos de 18 a 24 meses de duragao, com associag¢ao de doxiciclina e hidroxicloroquina.
Adicionalmente, em casos de intolerdncia ou resisténcia a doxiciclina, cotrimoxazol é a

alternativa recomendada, assim como rifampicina, quinolonas e novos macroélidos.?”

7.2 Vacinagao

As vacinas para profilaxia da coxielose variam no seu modo de preparagéo e composicao,
nomeadamente na estirpe, ou combinacdes de estirpes, e na fase de C. burnetii utilizada. Esta
representa o elemento mais importante, sendo que as vacinas preparadas a partir de Coxiella
burnetii de fase | sdo mais protetoras que as de fase Il, em animais inoculados em laboratério.?*!

Na Europa, uma vacina inativada de C. burnetii de fase | (Coxevac®) encontra-se
licenciada para uso em bovinos e caprinos, sendo também muito utilizada “off-label” em ovinos,
apesar da informacéo limitada existente no que diz respeito ao seu efeito na salde e resposta
imunitaria nesta espécie.?’? Como tal, os varios estudos experimentais em ruminantes
naturalmente infetados permitiram comprovar as vantagens da administragdo de vacinas de fase
I, nomeadamente na prevengao de abortos, na diminuigdo do numero de animais excretores e
na diminuicdo na quantidade de bactérias excretadas para o ambiente.?41:266.267.273

Idealmente, a vacinagdo dos animais deve ser implementada em exploragdes livres de
infecdo por Coxiella burnetii. Nas exploragdes infetadas, a vacinagao deve ser efetuada a todos
0s animais presumidamente suscetiveis, nomeadamente nas novilhas, sendo particularmente
recomendada nos casos em que a infegdo ainda ndo se encontre amplamente distribuida na

exploragdo.?”® As novilhas nuliparas apresentam uma menor probabilidade de se infetarem do
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que as vacas adultas, mesmo em exploragdes infetadas, representando uma populacdo alvo em
programas vacinais.'?%” A vacinagdo ¢ idealmente iniciada em animais jovens, a partir dos trés
meses de idade, consistindo em duas administragbes subcutadneas, com um intervalo de trés
semanas, numa dose de 4 mL para bovinos e 2 mL para caprinos, seguidas de um reforgo anual.
De acordo com as instrugbes do fabricante, a vacina deve ser administrada em animais nao
gestantes, sendo que a imunizacgao inicial deve estar completa pelo menos trés semanas antes
de se proceder a inseminacao artificial ou cobrigdo natural.?5%272

Num estudo em explorag¢des de bovinos leiteiros, animais suscetiveis, ndo gestantes no
momento da vacinagdo com Coxevac®, demonstraram uma probabilidade cinco vezes menor de
virem a tornar-se excretores, quando comparados com animais aos quais foi administrado um
placebo. A nivel da intensidade da excregéo, nédo se verificaram diferengas significativas entre
os dois grupos. No entanto, animais vacinados durante a gestacdo apresentaram uma
probabilidade semelhante de se tornarem excretores, relativamente ao grupo placebo. Isto
podera ser explicado pelas alteragdes hormonais verificadas durante a gestagéo, responsaveis
por algum grau de imunossupressao, especialmente pela inibicdo de respostas imunes pro-
inflamagéo. Estas respostas, como € o caso da produgdo de interferdo gama (IFN-y), capazes
de limitar a multiplicagéo de C. burnetii, apresentam uma menor expressao durante a gestagao,
possibilitando assim uma maior taxa de sobrevivéncia e multiplicagdo da bactéria.?”® Noutro
estudo, também em bovinos leiteiros, a mesma vacina ndo preveniu significativamente a
excregao individual de Coxiella burnetii, mas demonstrou uma associagdo significativa com
cargas bacterianas menores.?%”

Relativamente aos pequenos ruminantes, um estudo experimental em caprinos reportou
que a administragdo de uma vacina de fase | em animais suscetiveis, posteriormente infetados,
se associou a uma forte reducéo na incidéncia de abortos e da excregéo de C. burnetii no leite,
muco vaginal e fezes, comparativamente a animais n&o vacinados ou vacinados com uma vacina
de fase 11.*' Adicionalmente, num estudo recente com ovelhas infetadas por volta do 100° dia
de gestagéo, a vacinagdo antes da cobrigdo, tanto com uma vacina de fase | (Coxevac®), como
com uma vacina experimental de fase Il, evidenciou uma maior proporgéo de gestagdes normais,
uma prevencdo completa da excregdo da bactéria no leite e nas fezes, assim como uma
diminuigdo da excreg&o a nivel do muco vaginal, comparativamente a animais ndo vacinados.?’*

Apesar de varios estudos demonstrarem a eficacia da vacina de fase | na redugdo da
ocorréncia de sinais clinicos e excrecdo de C. burnetii, € importante ter em consideracido que
esta ndo previne a infegdo nem tampouco elimina a infegdo em animais doentes. Adicionalmente,
os dados mais recentes indicam que, aproximadamente nove meses depois da vacinagao, os
titulos de anticorpos gerados pela vacina parecem atingir niveis inferiores ao limiar de protecao,
sendo necessario ajustar os planos vacinais em conformidade.?”

Atualmente, no que diz respeito aos humanos, existe apenas uma vacina contra a febre Q
disponivel no mercado, licenciada na Australia em 1989. A Q-VAX® é uma vacina inativada de
fase |, de administragao Unica, recomendada para individuos com mais de 15 anos de idade que

demonstrem um maior risco de exposicéo a C. burnetii, com uma eficacia de 82% a 100% e uma
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protegéo duradoura de até 5 anos.*+?"® No entanto, para que a vacina possa ser administrada, &
necessario garantir que os individuos ndo apresentam imunidade prévia, por meio de testes
intradérmicos e seroldgicos, de forma evitar possiveis reagdes locais ou efeitos secundarios mais
severos. Como tal, este processo é demorado e dispendioso, o que dificulta a implementagao de
programas vacinais de larga escala.?’” No futuro, o desenvolvimento de testes mais rentaveis,

assim como vacinas de nova geragao, poderdo resolver este problema.?’®

Il. Estudo Experimental

8 Prevaléncia molecular e serolégica de Coxiella burnetii em exploragées de bovinos

leiteiros em Rio Mau, Vila do Conde

8.1 Objetivos

O atual estudo teve como objetivo principal determinar a prevaléncia de Coxiella burnetii
em exploragbes de bovinos leiteiros em Rio Mau, Vila do Conde. Adicionalmente, procurou-se

avaliar possiveis fatores de risco de ocorréncia da doenga.

8.2 Material e métodos

8.21 Caracterizagao da area em estudo e selegdo do nimero de exploragées

Rio Mau é uma antiga freguesia portuguesa do concelho de Vila do Conde, com uma
area de 9,88 km?, 1862 habitantes (2011) e uma densidade populacional de 188,5 habitantes por
km?2. Atualmente, integra a Uni&o de Freguesias de Rio Mau e Arcos, sendo que esta apresenta
uma area de 15,7 km?, com 2681 habitantes e uma densidade populacional de 170,8 habitantes
por km?2 278

Para obtencdo do numero total de exploragdes de bovinos leiteiros em Rio Mau, foi
consultado o mapa de exploragbes e efetivos bovinos por freguesia do Sistema Nacional de
Informagéo e Registo Animal (SNIRA), a 22 de novembro de 2022, tendo sido verificada a
existéncia de um total de 26 exploragdes leiteiras na regido. Todos os produtores foram
contactados quanto a sua disponibilidade para participar no presente estudo, conseguindo-se a
participacéo de 25 das 26 exploracdes elegiveis, correspondente a uma taxa de participagédo de
96,2%.

8.2.2 Recolha das amostras de leite do tanque

As amostras foram recolhidas entre 25 de janeiro e 8 de fevereiro de 2023 pelo autor da
presente dissertagdo, com o acompanhamento de um colaborador da Cooperativa Agricola de
Vila do Conde (CAVC).Todas as colheitas foram efetuadas com luvas descartaveis para tubos
de ensaio estéreis sem EDTA, devidamente identificados, e posteriormente processadas pelo

laboratério Lab4gene, localizado na Maia, Porto.
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8.2.3 Inquérito aos produtores

A cada produtor foi pedido que respondesse a um breve inquérito elaborado com base
nas condigbes gerais da exploragéo e saude do efetivo, medidas de biossegurancga instituidas e
grau de conhecimento dos proprios produtores relativamente a febre Q, o qual se encontra em

anexo (Tabela 20).

Todos os inquéritos foram realizados pelo autor do presente estudo, tendo sido
realizados, maioritariamente, de forma presencial, no momento da recolha da amostra de BTM.
No entanto, nos casos em que os produtores se viram impossibilitados de responder as questoes
no momento da recolha, estas foram efetuadas por chamada telefénica durante o més de
fevereiro de 2023.

8.2.4 Testes estatisticos

A andlise estatistica foi efetuada com recurso ao software estatistico IBM® SPSS®,
Versédo 28.

Procedeu-se a analise descritiva grafica e tabelar de variaveis quantitativas, com valores
minimos, valores maximos, média (M), desvio padrdo (DP) e percentis, assim como variaveis
qualitativas, com frequéncias absolutas e relativas.

Realizaram-se testes de comparagcdo de médias entre duas amostras independentes
sobre variavel dependente de tipo quantitativo, com o teste paramétrico T a ser utilizado para
amostras independentes no caso de satisfagdo dos pressupostos de normalidade e
homogeneidade de varidncias. Quando isso néo se verificou, utilizou-se o teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney. Para consulta destes dados, deve verificar-se as Tabelas 20 e 21, em anexo.

Relativamente a associagao entre variaveis qualitativas, recorreu-se ao teste do qui-
quadrado (X?). Foram também efetuadas regressoes de Poisson e teste de Wald para validagao

de significancia da razao de prevaléncia (RP) entre duas amostras.

8.2.5 Testes laboratoriais

8.2.5.1 PCR

No presente estudo foi utilizado o VetMAX™ C. burnetii Absolute Quant Kit, produzido
pela Thermo Fisher Scientific, que se caracteriza como um método de diagndstico molecular para
detecao especifica de Coxiella burnetii por PCR em tempo real, a partir de esfregagos vaginais,

cervicais ou placentarios, leite, muco vaginal, fluido amnidtico e tecidos fetais de ruminantes.

8.2.5.1.1 Realizagao do teste
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Para a extragdo do DNA de C. burnetii, foi utilizado o MagMAX™ CORE Nucleic Acid

Purification Kit, com recurso ao equipamento ZIXpress®, validado pelo fabricante para os

protocolos MagMAX™, seguindo as seguintes etapas:

1)

2)

3)

4)
5)

Preparacao das placas de processamento.
e Adicionar 500uL/pogo de solugéo de lavagem MagMAX™ CORE 1 na
segunda posi¢ao da placa.
e Adicionar 500uL/pogo de solugéo de lavagem MagMAX™ CORE 2 na
terceira posicao da placa.
¢ Adicionar 90uL/pogo de solugéo tampéo de eluigdo MagMAX™ CORE
na quarta posicao da placa.
e Colocar um pente de pontas na quinta posi¢édo da placa.
Preparagcao de uma mistura composta por uma solugao de lise, uma solucao
ligante e esferas magnéticas, para um volume total de 720 pL por amostra.
e Adicionar 350 pL de solugéo de lise MagMAX™ CORE.
e Adicionar 350 pL de solugéo ligante MagMAX™ CORE.
e Adicionar 20 puL de esferas magnéticas.
Preparagao da solugéo de proteinase K (PK).
e Adicionar 90 uL de tampao MagMAX™-96 DNA Multi-Sample Kit.
e Adicionar 10 uL de proteinase K MagMAX™ CORE.
Preparacao de 200 uL de amostra.
Combinagao das amostras com a solugédo PK e com a mistura obtida no segundo
ponto.
e Transferir 200 puL de cada amostra para os respetivos pogos na placa.
e Adicionar 100 uL de solucdo PK e misturar devidamente, pipetando para
cima e para baixo.
e Incubar 30 a 45 minutos a temperatura ambiente, mantendo a placa
agitada a movimentos lentos ou médios.
e Ressuspender completamente a mistura obtida no segundo ponto e
adicionar 720 uL a cada pogo com amostras.
e Iniciar imediatamente o processamento das amostras, selecionando o
script MagMAX_CORE_Flex.bdz. e colocando as placas quando

indicado pelo equipamento.

Apds a extracdo do DNA, deve proceder-se a sua amplificacdo. Neste estudo, o

equipamento utilizado para o efeito foi o Quant Studio™ 5, produzido pela Thermo Fisher

Scientific.

O VetMAX™ C. burnetii Absolute Quant Kit contém também um controlo positivo de

amplificagdo (EPC), previamente extraido, que permite a validagdo da amplificagdo de DNA

bacteriano. Um resultado positivo dentro do intervalo de Ct definido, permite validar a
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amplificacdo do alvo de Coxiella burnetii durante o PCR em tempo real. A validacao da extragéo
de acidos nucleicos é feita pela detegdo de um IPC enddgeno, presente em todas as amostras.
Um IPC positivo numa amostra valida a extracdo, para essa mesma amostra,
independentemente do resultado obtido relativamente a presenca de C. burnetii, eliminando
possiveis falsos negativos.

Sao ainda realizados dois controlos negativos, nomeadamente um controlo negativo de
extragdo (NCS) e um controlo negativo de amplificagdo (NC). O NCS consiste em reagentes
usados na extragdo dos acidos nucleicos, sem a adicdo de uma amostra, os quais sao
submetidos ao mesmo processamento que as restantes amostras. O NC consiste em 20 ulL da
mistura de PCR em tempo real e 5 uL de agua livre de DNase/RNases. Um resultado negativo
para Coxiella burnetii e para o IPC nestes controlos permite, entdo, confirmar a auséncia de
contaminagdes durante os processos de extracdo e amplificacdo do DNA.

O volume total utilizado na reacdo de PCR em tempo real, para cada amostra, é de 25
uL, correspondendo a 5 uL de DNA extraido e 20 uL de mistura de PCR, sendo esta constituida
pelos primers, pelos sistemas de detegéo do alvo de Coxiella burnetii e do IPC, pelo tampéao e a
enzima de PCR, assim como uracil-N-glicosilase.

Ap0ds a preparagao da mistura de reagao, deve iniciar-se o procedimento de amplificagao
por PCR em tempo real, respeitando as seguintes etapas:

1) Configuragao dos detetores no termociclador.

2) Atribuicdo do detetor para Coxiella burnetii e do detetor para o IPC a cada pogo
com amostras em analise.

3) Atribuigdo do valor de quantificagido para controlo da amplificagdo (3,00 x 10°
coOpias do genoma/mL).

4) Escolha do programa a instituir, representado na Tabela 11.

5) Colocagéao da placa no termociclador, podendo dar-se inicio a reagéo.

Tabela 11 - Passos da amplificagéo de DNA pelo PCR em tempo real. (": A recolha da informagéo relativa
a fluorescéncia é efetuada nesta fase.

Passo Repeticoes Temperatura Duragao
1 1x 50°C 2 minutos
2 1x 95°C 10 minutos
95°C 15 segundos
3 45x
60°C(") 1 minuto

8.2.5.1.2 Validacgao e interpretacao dos resultados.

Relativamente aos testes de natureza qualitativa, estes sao validos quando se verificam

os critérios representados na Tabela 12.
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Tabela 12 - Critérios de validagdo do teste de PCR em tempo real. ("): Referente aos valores listados na
secgdo 2.1 “EPC” do Certificado de Andlise para o lote utilizado no teste; ?: O valor do IPC no EPC né&o
deve ser utilizado para validagéo do teste.

Detetor de C. burnetii Detetor do IPC Validagao
EPC Ct=0 Ct <45 ou Ct > 45@ PCR validado
NCS Ct>45 Ct>45 Extracéo validada
NC Ct>45 Ct>45 Componentes do PCR validados

Para cada amostra analisada, os resultados devem ser interpretados de acordo com o

descrito na Tabela 13.

Tabela 13 - Interpretacao dos resultados do PCR em tempo real.

Detetor de C. burnetii Detetor do IPC Interpretacao
Ct<45 Ct<450uCt>45 Coxiella burnetii detetada
Ct>45 Ct<45 Coxiella burnetii nao detetada
Ct>45 Ct>45 Teste invalido
8.2.5.2 ELISA

O ELISA utilizado no presente estudo foi o PrioCHECK™ Ruminant Q fever Ab Plate Kit,
produzido pela Thermo Fisher Scientific, que se caracteriza como um teste imunoenzimatico para
detecdo especifica de anticorpos anti-Coxiella burnetii em amostras de soro ou leite de
ruminantes. Neste teste, sao utilizados antigénios de fase | e de fase Il de uma estirpe de Coxiella
burnetii responsavel por abortos em ovinos.
8.2.5.21 Realizagao do teste

Para a realizagdo do teste ELISA, todos os reagentes devem ser colocados a
temperatura ambiente (21+4°C) antes de se iniciar o procedimento, sendo recomendado o uso
de recipientes descartaveis para se distribuirem todos os componentes necessarios. Estando
reunidas todas as condigbes, devem seguir-se entdo as seguintes etapas:

1) Distribuicdo dos controlos e das amostras.
e Adicionar 5uL de controlo negativo aos pogos A1 e B1.
e Adicionar 5uL de controlo positivo aos pogos C1 e D1.
e Adicionar 5uL de cada BTM aos restantes pogos.
e Adicionar 95uL de solugédo tampé&o a todos os pogos que contenham
controlos ou amostras de BTM.
e Colocados todos os reagentes, deve agitar-se gentilmente, cobrir a
placa e incubar durante 16 a 18 horas a 5+3°C.
2) Lavagem.
e A placa deve ser esvaziada e lavada trés vezes com 300uL de solugéo

de lavagem por pogo.

54



o De seguida, deve eliminar-se quaisquer vestigios de liquidos com papel
absorvente, evitando a secagem dos pogos.
3) Distribuicdo dos conjugados.
e Adicionar 100uL da solugdo de conjugado a cada pogo.
e Agitar gentilmente, cobrir e incubar a placa durante uma hora a 37+2°C.
4) Lavagem.
e Repetir o procedimento de lavagem previamente descrito.
5) Desenvolvimento do teste.
e Adicionar 100uL de substrato a cada pogo.
e Agitar gentilmente a placa durante dois segundos.
¢ Incubar por dez minutos a 21+4°C em escuriddo, sem cobrir a placa.
e Adicionar 100uL da solugéo de paragem a cada pogo, na mesma ordem
pela qual foi adicionada o substrato.
o Agitar gentilmente a placa durante dois segundos.
6) Leitura das amostras.
e Secar o fundo da placa com um tecido macio, de forma a remover
qualquer particula de pé.
e Proceder a leitura da placa no espectrofotémetro, a um comprimento de
onda de 450 nm, num periodo maximo de 30 minutos apds o término da

reagao.
8.2.5.2.2 Calculo, validagao e interpretagao dos resultados

Para se proceder a interpretagdo dos resultados, é calculada a densidade o6tica (OD)
média do controlo positivo (ODmpc) e do controlo negativo (ODmnc). Obtida a densidade ética da
amostra (ODamostra), procede-se ao calculo do racio amostra/positivo (S/P), para cada uma das

amostras, através da formula:

§/p = ODamostra — 0ODm NC
/P = O0Dm PC — ODm NC

O valor do titulo, por sua vez, é calculado da seguinte forma:
Titulo = S/P * 100
Adicionalmente, deve ter-se em consideragcdo que, no caso de amostras negativas, o

valor de S/P podera ser inferior a zero.

Relativamente a validagéo do teste, este s6 é valido caso se verifiquem duas situagdes:
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ODm PC

—_—>2
ODmPC > 0,400 e ODmMNC

De acordo com o fabricante, para cada amostra, o resultado pode ser classificado como
negativo, positivo fraco (Pos +), positivo médio (Pos ++) e positivo forte (Pos +++) consoante o

valor do titulo, tal como consta na Tabela 14.

Tabela 14 - Interpretacdo dos resultados obtidos apos analise das amostras de BTM pelo teste
PrioCHECK™ Ruminant Q fever Ab Plate Kit.

Resultado Interpretagao

Titulo < 30 Negativo
30 < Titulo <100 Pos +
100 < Titulo <200 Pos ++

Titulo > 200 Pos +++

8.3 Resultados
8.3.1 Dados obtidos nos inquéritos

8.3.1.1 Condigoes gerais da exploragao e saude do efetivo

No que diz respeito a area coberta das 25 exploragdes que integram o estudo, esta variou
entre 200m? e 6000m?, com M + DP= 2,032 + 1468,69 m?, sendo que 25% das exploracdes
apresentam um valor até 1100m?, 50% até 1500m? e 75% até 1750m?. Das 25 exploragbes, sete
apresentam um valor de area coberta fora da tipicidade da amostra, com quatro exploracdes
entre 3500m? e 3750m?, uma com 5000m? e outra com 6000m?.

Quanto ao numero total de animais do efetivo, este oscilou entre 30 e 420, com uma M
+ DP= 184 £ 115,15 animais por exploracgao, verificando-se que 25% das exploragbes detém até
105 animais, 50% até 145 e 75% até 257. O efetivo total das 25 exploragdes correspondeu a
4599 animais, dos quais 2292 vacas em lactacdo, no momento da recolha das amostras de BTM.

A densidade animal oscila entre 19,2 e 190,0 animais por km? de area coberta, com M +
DP=108,8 + 46,30 animais por km? . Das 25 exploragdes, 25% apresenta uma densidade animal
até 79,2 animais/km?, 50% até 113,5 e 75% até 136,2.

O numero de vacas em lactagdo varia entre 13 e 240, com M + DP de 91,7 + 58,38 por
exploracdo, sendo que 25% das exploragdes apresenta até 48, 50% até 80 e 75% até 123
animais lactantes. Uma das exploragdes apresentou um valor dispar do padrdo da amostra, com
240 vacas em lactacao.

No Grafico 1 encontra-se apresentada a distribuicdo das exploragdes consoante as

caracteristicas previamente referidas.
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Grafico 1 - Distribuicdo das exploragbes por area coberta, numero total de animais, densidade animal e
numero de vacas em lactagéo (n=25).

A nivel de fertilidade, a média de IA/CN por animal para que se atinja uma gestagao
variou entre 1,2 e 3,4, a nivel de exploragdo, com Mz DP = 2,0 + 0,47. Observou-se que 25%
das exploragbes apresentam uma média de até 1,7 IA/CN por animal, 50% até 2,0 e 75% até
2,2. Sete exploragdes distinguiram-se do padrao da amostra, das quais duas se encontraram
abaixo da tipicidade, com médias de 1,2 e 1,4 IA/CN por animal, e cinco acima, com trés
exploragdes a demonstrarem médias de 2,5 IA/CN por animal, uma com 2,6 e outra com 3,4.

Relativamente a taxa anual de mastites, esta oscilou entre 7,1% e 94,3%, com M + DP
de 28,2 £ 22,70 %. Os resultados indicam que 25% das exploragdes apresenta uma taxa de até
10,7%, 50% até 24,9% e 75% até 36,5%, destacando-se duas exploragdes com taxas acima da
tipicidade da amostra, com valores de 85,7% e 94,3%.

A taxa anual de RMF, metrites e endometrites apresentou-se entre 3,0% e 54,5%, com
M + DP= 18,8 + 15,29 % (DP=15,29%). Verificou-se que 25% das exploragbes apresenta uma
taxa de até 6,9%, 50% até 16,1% e 75% até 23,7%. Observam-se trés exploragdes com taxas
acima da tipicidade da amostra, com valores entre 51,4% e 54,5%.

Por fim, no que diz respeito a taxa anual de abortos, esta variou entre 0,5% e 22,3%,
com M + DP= 4,6 + 4,45 % (DP=4,45). Observou-se que 25% das exploragbes apresentam uma
taxa de até 1,7%, 50% até 3,7% e 75% até 6,0%. Duas das exploragbes demonstraram taxas de
aborto superiores a tipicidade da amostra, com valores de 12,6% e 21,3%.

No Grafico 2, encontra-se apresentada a distribuicdo das exploragdes relativamente a

estas caracteristicas.
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Gréfico 2 - Distribuicao das 25 exploragées por média de IA ou CN por animal, taxa anual de mastites,
taxa anual de RMF e metrites/endometrites e taxa anual de abortos (n=25).

Por sua vez, na Tabela 15 encontram-se descritos todos os fatores avaliados

relativamente as condigdes gerais das exploragdes e saude dos efetivos.

Tabela 15 - Caracterizagdo das 25 exploragbes a nivel de condigbes gerais e saude dos efetivos.
a: animais/km?; : sem informagéo de uma das exploragées; Min-Max: valor minimo e maximo; Pas, Psg €

P7s: valor maximo verificado em 25%, 50% e 75% das exploragées, respetivamente.

Fator Min - Max P2s Pso P75 Média DP

Area coberta (m?) 200 - 6000 1100 1500 1750 2032 1468,69

N° total de animais 30-420 105 145 257 184 115,15
Densidade animal? 19,2 -190,0 79,2 113,5 | 136,3 108,8 43,30
N° de vacas em lactagéo 13-240 48 80 123 91,7 58,38
Média de IA/CN por animal 1,2-34 1,7 2,0 2,2 2,0 0,47
Taxa anual de mastites (%)° 7,1-943 10,7 249 36,5 28,2 22,70
Taxa anual de 3,0-54,5 69 | 161 | 237 | 188 | 1529

RMF/Metrites/Endometrites (%)°

Taxa anual de abortos (%) 0,5-21,3 1,7 3,7 6,0 4,6 4,45
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8.3.1.2 Condigoes de biossegurancga da exploragao

Das 25 exploragdes, 18 (72,0%) apresentam o seu perimetro vedado em toda a sua
extensao (Grafico 3), com 52,0% da totalidade da amostra a reportar contacto de caes e/ou gatos
com os animais da exploragao (Grafico 4). Adicionalmente, 48,0% das exploragdes declarou a
possibilidade do contacto destas espécies com os locais de armazenamento de alimento e
material para as camas (Grafico 5).

13
52,0%
Nio
/,/
Grafico 4 - Exploragbes com perimetro Gréfico 3 - Exploragbes com contacto
vedado em toda a sua extensdo (n=25). de cées e gatos com os animais da

exploragdo (n=25).

/

Griéfico 5 - Exploragbes com contacto
de cdes e gatos com os locais de
armazenamento do alimento e material
para as camas (n=25).

Em 19 exploragdes (76,0%), verifica-se a existéncia de um local onde sdo separados os
animais peri-parturientes do restante efetivo e onde ocorrem os partos, comumente designado
de maternidade (Grafico 6). Destas 19, apenas 14 (73,7%) realizam uma desinfecdo regular
deste local (Grafico 7), com o uso de cal viva a ser reportado em 57,1% das exploragdes, lixivia
em 21,4% e carbonato de calcio e Virocid™ em 14,3% (Gréfico 8). Adicionalmente, 63,2% das
exploragdes que possuem maternidade utilizam o estrume obtido neste local para fertilizar os
campos (Grafico 9).
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Gréfico 7 - Exploragbes que Gréfico 6 - Exploragbes que desinfetam
apresentam uma maternidade (n=25). regularmente a maternidade (n=19).

Cal Viva 7,1%)
Lixivia 1.4%)

Carbonato de Calcio

Virocid
Kenocox

Sulfato

7
36 8%
Nao

Biosuper | |7.1%)

Cal Morta
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Gréfico 8 - Exploragbes que utilizam o
Grafico 9 - Desinfetantes utilizados na maternidade (n=19) estrume da maternidade nos campos (n:']g)

Das 22 exploragdes (88,0%) que utilizam os chorumes nos seus campos, apenas uma
reportou a realizagdo de um tratamento prévio, ndo especificando, no entanto, o protocolo
implementado antes da sua aplicagdo. As trés exploragdes restantes (12,0%) ndo fazem uso

proprio destes residuos (Grafico 10).

Grafico 10 - Exploragbes que aplicam
ou ndo algum tratamento aos chorumes
antes se os aplicar nos campos (n=25).

Relativamente aos produtos resultantes dos partos, a maioria das exploragdes (96,0%)

indicou a fossa como o seu destino, com apenas uma exploragéo (4,0%) a declarar que procede
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a enterra-los (Grafico 11). Quanto a manipulagéo destes produtos, 80,0% dos produtores utiliza
sempre luvas descartaveis, 92,0% utilizam bata ou fato macaco e 100% faz uso de galochas
(Graficos 12 e 13). No entanto, 76,0% produtores também reportou utilizar o mesmo equipamento
noutras areas da exploragéo, excetuando o material descartavel (Grafico 14). Adicionalmente,

nenhuma das exploragdes reportou o uso de mascara.

3
120%
As vezes|

2
8,0%
Nao

1
4,0%
Enterrado

Gréfico 11 - Destino dos produtos de Griéfico 13 - Uso de luvas descartaveis na
parto (n=25). manipulagdo dos produtos de parto (n=25).

Grafico 12 - Uso de bata na Gréfico 14 - Exploragbes que utilizam o equipamento
manipulagéo dos produtos de parto de protegéo individual, usado na manipulagdo dos
(n=25). produtos de parto, noutras areas da exploragédo (n=25).

Em 20 exploragdes (80,0%) é praticada a desparasitagdo externa dos animais (Grafico
15), com 65,0% destas a realizar o procedimento uma vez ao ano, comparativamente aos

restantes 35,0%, onde se realizam duas desparasitagées anuais (Grafico 16).

6513% 35.70%
1vez / ano 2 vezes / ano

Grafico 16 - Exploragbes que Grafico 15 - Frequéncia da
desparasitam externamente os animais desparasitagao (n=20).
(n=25).
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No seguimento de uma visita a exploragédo, apenas uma exploragao (4,0%) fornece
vestuario proprio aos visitantes, com as restantes 24 (96,0%) a declarar nao fornecer qualquer

tipo de material de protegao da propria exploragéo (Grafico 17).

Griéfico 17 - Fornecimento de
vestuario proprio da exploragdo aos
visitantes (n=25).

Genericamente é realizada uma desinfegdo regular das instalagdes, sendo que 28,0%
das exploragbes apenas o faz quando considera necessario (Grafico 18).

Por fim, 17 exploragbes (68,0%) ndo adquiriram recentemente animais, com apenas 8
(32,0%) a reportar a compra de novos animais a outras exploragées, nos cinco anos anteriores

a realizagao do inquérito (Grafico 19).

7
28,0%
Faz quando 17
necessario 68,0%
Nao

Grafico 19 - Exploragbes que realizam Grafico 18 - Exploragbes que
uma desinfegdo regular das instalagbes adquiriram novos animais nos ultimos
(n=25). cinco anos (n=25).

8.3.1.3 Grau de conhecimento em relagao a febre Q

Relativamente ao conhecimento da doenga, apenas 8 produtores (32,0%) declararam ter
conhecimento da existéncia da febre Q, desconhecendo, no entanto, a sua expressao nos
humanos e nos animais (Grafico 20). Quando questionados relativamente ao carater zoonético
da doenga, apenas um produtor (4,0%) declarou conhecer o significado do termo “zoonose” e,

consequentemente, que a febre Q integra a lista de zoonoses conhecidas (Grafico 21).
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8
32,0%

Sim
Griéfico 21 - Produtores que afirmam ter Griéfico 20 - Produtores que estdo
algum conhecimento relativamente a familiarizados com o termo “zoonose” e
febre Q (n=25). que reconhecem a febre Q como uma

zoonose (n=25).

Das 25 exploragoes, apenas duas (8,0%) demonstraram um historial prévio de infegao
por C. burnetii. Uma das explora¢des declarou néo ter conhecimento de casos positivos desde
2021, com a outra a informar que os Ultimos casos conhecidos precedem a ultima década.

De forma a permitir uma melhor interpretagéo dos testes laboratoriais, os produtores
foram questionados relativamente a vacinagao contra a coxielose, ndo se verificando esta pratica

em nenhuma das exploragdes.

Gréfico 22 - Exploragbes com historial de Grafico 23 - Exploragbes que vacinam 0s
casos de febre Q (n=25). animais contra a coxielose (n=25).

8.3.2 Resultado dos testes de PCR e ELISA

A nivel dos testes laboratoriais, o teste de PCR detetou a presenga de DNA de C. burnetii
em amostras de BTM de 14 exploragdes (56,0%), verificando-se valores de Ct entre 35,8 e 40,2,
com 25% das exploragbes a apresentar um Ct de até 37,0, 50% até 37,3 e 75% até 39,4. As
proporgoes de resultados positivos e negativos no PCR nado se revelaram estatisticamente
diferentes, ndo se podendo afirmar que exista uma tendéncia de positividade/n&o positividade
para a presenga de Coxiella burnetii na amostra (X?=0,360; p=0,690).

O teste de ELISA evidenciou a presenca de Ac especificos para C. burnetii em 17

exploragdes (68,0%), com titulos de 37,0 até valores superiores a 200. As propor¢des dos
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resultados positivos e negativos no ELISA também n&o se revelaram estatisticamente diferentes,
ndo se podendo afirmar que exista uma tendéncia de positividade/ndo positividade para a
presenca de Ac anti-C. burnetii na amostra (X?=3,240; p=0,108).

Nos Graficos 24 e 25, encontram-se representados os resultados obtidos nos testes de
PCR e ELISA, respetivamente.

Negativo

Positivo +

14
1 56,0%
44.0% Positivo
Negativo

. 1
Positivo +++ 4 qg;

0 10 20 30 40 50 60

Percentagem

Grafico 25 - Resultados obtidos apos a Grafico 24 - Resultados obtidos apds a analise das amostras
analise das amostras de BTM no teste de BTM no teste de ELISA (n=25).
de PCR (n=25).

No Grafico 26, é apresentada a distribuigdo do cruzamento dos resultados obtidos pelos
testes de PCR e ELISA para cada exploragdo. E possivel observar que 16,0% das exploragdes
revelaram negatividade nos dois testes realizados, 28,0% mostraram-se negativas ao PCR, mas
positivas para ELISA, e 16,0% positivas ao teste de PCR e negativas no ELISA. Por sua vez,
dez das exploragbes (40,0%) apresentaram positividade tanto para o PCR como para o ELISA.
No entanto, estes resultados ndo se apresentam estatisticamente significativos, ndo se podendo
afirmar que ha uma tendéncia para as exploragées serem positivas para PCR e ELISA (X?=3,960;
P=0,286).

40
Resultado ELISA (BTM)
[[JNegativo M Positivo

30

20 10

40,0%
7
28,0%

4 4
16,0%) 16,0%

Percentagem

Negativo Positivo

Resultado PCR

Grafico 26 - Cruzamento dos resultados obtidos nos testes de
PCR e ELISA em cada exploragdo (n=25).

64



Na Figura 11 é possivel observar a distribuicdo das explora¢des na regido de Rio Mau,

consoante os resultados obtidos em ambos os testes laboratoriais.

Exploracgées:
@ PCR-;ELISA-
QO PCR-;ELISA +
PCR + ; ELISA -
@ PCR+;ELISA+ 1km

Figura 11 - Distribuicdo das exploragcées de bovinos leiteiros participantes no presente estudo, consoante
o resultado da andlise das amostras de BTM, na regido de Rio Mau, Vila do Conde.

8.3.3 Relac¢ao dos indicadores da exploragdo com os testes laboratoriais

8.3.3.1 Indicadores x PCR

Relativamente as condigbes gerais das explora¢des e saude dos efetivos, e de acordo
com os resultados apresentados na Tabela 16, genericamente, as exploragdes positivas para o
PCR apresentaram valores mais elevados a nivel de numero total de animais (Média (M) %
DP=193,3 + 117,28), densidade animal (M £ DP=116,2 + 50,58), numero de vacas em lactagao
(M £ DP=60,43), média de IA+CN/animal (M £ DP=2,1 + 0,55), taxa anual de mastites (M *
DP=35,4 + 27,36 %) e taxa anual de RMF e metrites/endometrites (M + DP=20,4 + 15,95),
comparativamente as exploragdes negativas. No entanto, relativamente a taxa anual de abortos,
as exploragbes PCR negativas apresentaram valores superiores (M £ DP=4,9 + 5,89 %).

Apesar das diferengas verificadas entre exploragdes positivas e negativas para o PCR,
estas ndo se apresentam estatisticamente significativas, ndo havendo evidéncias que os fatores
previamente referidos tenham demonstrado uma associagdo com positividade para este teste
laboratorial (p>0,05). A analise da razdo de prevaléncia para cada um dos indicadores reforga
que ndo se verificou um impacto significativo destes na prevaléncia de DNA de C. burnetii na

amostra, com nenhuma a emergir como estatisticamente significativa (p>0,05). No entanto, a
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média de IA/CN por animal representa o indicador que apresentou maior efeito, sendo que a
cada aumento de uma unidade na média de IA/CN por animal, se verifica um aumento de 12,7%
(RP=1,127; p=0,726) na prevaléncia de positividade para o PCR. Adicionalmente, por cada
aumento de 1% na taxa anual de abortos, a prevaléncia de PCR positivo diminui 0,4%
(RP=0,996; p=0,907).

Tabela 16 - Resultados do PCR em fungéo das condicées gerais das exploragbes e salide dos efetivos.
a: Estatistica e valor-p do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Wald
Indicador PCR| n Média + DP t p RP X?

p

- 11 172,1 £ 116,90
N° total de animais 68,500® | 0,658 | 1,000 | 0,853
+ 14 193,3 + 117,28

- 11 99,4 + 40,54
Densidade animal -0,899 | 0,378 | 1,001 0,714
+ 14 116,2 + 50,58
N° de vacas em - 1 89,4 + 58,51
-0,172 | 0,865 | 1,000 | 0,943
lactagao + 14 93,5+ 60,43
- 11 1,9+£0,34
Média IA/CN por animal -0,858 | 0,400 | 1,127 | 0,726
+ 14 2,1+0,55
Taxa anual de mastites - 1 19,7 £+ 11,75
44.500° | 0,122 | 1,005 | 0,488
(%) + 13 35,4 + 27,36
Taxa anual de RMF e _ 11 17,0 + 15,01
metrites/endometrites + 13 20,4 + 15,95 65,0007 | 0,722 | 1,002 | 0825
(O/\
Taxa anual de abortos - 1 4,9 £+ 5,89
68,5002 | 0,657 | 0,996 | 0,907
(%) + 14 44 + 3,14

Na Tabela 17, encontram-se descritos os resultados do PCR em fung¢ao das condicoes
de biossegurancga das exploragdes.

Da sua leitura descritiva, observou-se uma maior prevaléncia de PCR positivo em
exploragbes que reportaram a existéncia de contacto de cdes e gatos com os animais da
exploragao (66,7%) face aquelas onde isso n&o se verifica (46,7%). Quanto ao contacto de caes
e gatos com os locais de armazenamento do alimento e material para as camas, ndo se
verificaram diferengas a nivel de proporcao de exploragdes positivas, ainda que a prevaléncia de
PCR positivo tenha sido ligeiramente superior nos casos onde ocorre esse contacto.

As exploracbes que desparasitam os seus animais apenas uma vez por ano também
demonstraram uma prevaléncia de PCR positivo superior (61,5%), comparativamente a
exploragbes onde é feita uma desparasitagdo bianual (42,9%).

Nas exploragdes que indicaram a presenca de uma maternidade, a prevaléncia de PCR
positivo mostrou-se superior nas exploragdes onde se procede a desinfegédo regular deste local

(64,3%), face as exploragdes que nao o fazem regularmente (40,0%).
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Apesar das diferencas descritas anteriormente, pela presenga/auséncia dos fatores

indicados, estas ndo se revelam estatisticamente significativas, podendo afirmar-se que nao

existem evidéncias de relagdo entra a positividade ao teste de PCR e a presenca dos fatores em
estudo (p>0,05).
No entanto, considerou-se pertinente comentar as razbes de prevaléncia de PCR

positivo por fator em estudo, estatistica obtida através da técnica de regresséo de Poisson por

estimagao robusta. A condigédo do fator com menor prevaléncia foi considerada como a categoria

de referéncia a comparar, observando-se que a prevaléncia de PCR positivo foi:

14,0% superior nas exploragbes em que ha contacto de cdes e gatos com os
animais da exploragado, em relagcao as exploragcdées em que esse contacto nao
se verifica (RP=1,140; p=0,682);

13,1% superior nas exploragdes que os animais sdo desparasitados apenas uma
vez por ano, em relagdo as exploracdes que os desparasitam bianualmente
(RP=1,131; p=0,749);

17,3% superior nas exploragdes que desinfetam regularmente a maternidade,
em relagao as exploragdes que nao o fazem (RP=1,173; p=0,711);

28,6% superior nas exploragdes que apenas procedem a desinfecdo das
instalagbes quando necessario, face as exploragdes que o fazem regularmente
(RP=1,286; p=0,459).

E importante referir que nenhuma das relagdes de prevaléncia se demonstrou

estatisticamente significativa.
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Tabela 17 - Resultados do PCR em fungdo das condicbes de biosseguranca das exploracées.
a: Categoria de referéncia; NA: Ndo aplica; QN: Quando necessario.

Resultado do PCR
Wald X?
Indicador Total - + X? p RP
N n % n % P

Exploragéo com perimetro vedado em Nao 7 3| 429 | 4 | 57,1 | 0,005 | 1,000 | 1,010 0,977
toda a extensao Sim?@ 18 8 444 | 10 | 55,6
Contacto de cédes e gatos com os Nao? 13 7 53,8 6 | 46,2 | 1,066 | 0,428
animais da exploragéo Sim 12 4 33,3 8 | 66,7 1,140 0,682
Contacto de cées e gatos com locais de

Nao? 13 6 | 46,2 | 7 | 53,8 | 0,051 | 1,000
armazenamento de alimento e material

Sim 12 5| 417 | 7 | 58,3 1,029 0,928
para as camas

Nao? 6 3 | 50,0 | 3 |500]0,115| 1,000
Existéncia de maternidade

Sim 19 8 | 421 | 11| 57,9 1,053 0,893
Desinfecéo regular da maternidade Nao? 5 3 60,0 2 | 40,0 | 0,891 | 0,603
(n=19) Sim 14 51| 357 | 9 | 643 1,173 0,711
Utiliza o estrume da maternidade nos Nao? 7 3 429 4 | 57,1 | 0,003 | 1,000
campos (n=19) Sim 12 5| 417 | 7 | 583 1,008 0,984

Nao 21 9 | 429 | 12| 57,1 | 1,422 | 0,763
Chorume é tratado antes da aplicagéo

Sim? 1 11100,0| O | 0,0 0,902
nos campos

NA 3 1 333 | 2 | 66,7 1,061 0,902
O equipamento de protegdo utilizado na

Nao 3 | 50,0 | 3 |500]0,115| 1,000
manipulacdo dos produtos de parto é

Sim? 19 8 | 421 | 11| 57,9 1,053 0,893
usado noutras areas da exploracéo

Nao? 5 2 | 40,0 | 3 | 60,0 | 0,041 | 1,000 | 1,032 0,936
Desparasita externamente os animais

Sim 20 9 | 450 | 11| 55,0

1x/ano? 13 5| 385 | 8 | 61,5]| 0,642 | 0,642 | 1,131 0,749
Frequéncia da desparasitagao (n=20)

2x/ano 7 4 571 3 | 429
Programa de desinfegao regular das QN2 7 1 143 | 6 | 85,7 | 3,484 | 0,090 | 1,286 0,459
instalagbes Sim 18 10 | 55,6 8 | 444
Aquisicéo de animais de outras Nao? 17 7 41,2 | 10 | 58,8 | 0,172 | 1,000 | 1,059 0,869
exploragdes nos ultimos 5 anos Sim 8 4 50,0 4 | 50,0

Os pressupostos dos testes paramétricos utilizados no PCR encontram-se em anexo na
Tabela 21.

8.3.3.2 Indicadores x ELISA

Relativamente as condigbes gerais das exploragdes e saude dos efetivos, e de acordo
com os resultados apresentados na Tabela 18, genericamente, as exploragdes positivas para o
ELISA apresentaram valores mais elevados a nivel do numero total de animais (M + DP=185,9
+ 110,68), densidade animal (M + DP=110,1 + 47,20), numero de vacas em lactagdo (M =
DP=93,8 + 60,47), taxa anual de mastites (M + DP=31,2 + 25,88 %) e taxa anual de abortos (M
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+ DP=4,9 + 5,05). Por sua vez, as exploragdes ELISA negativas apresentaram valores superiores
relativamente a taxa anual de RMF e metrites/endometrites (M + DP=23,5 + 16,61 %).

Apesar das diferengas verificadas entre exploragdes positivas e negativas ao teste de
ELISA, estas ndo se demonstraram estatisticamente significativas. Como tal, ndo se pode afirmar
que a presenca de Ac anti-C. burnetii tenha dependido destes fatores no presente estudo
(p>0,05). A analise da RP para cada um dos indicadores refor¢a que néo se verificou um impacto
significativo destes na prevaléncia de DNA de C. burnetii na amostra, com nenhuma a emergir

como estatisticamente significativa (p>0,05).

Tabela 18 - Resultados do ELISA em fungdo das condi¢cbes gerais das exploracbes e saltde dos efetivos.
a: Estatistica e valor-p do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Wald
Indicador ELISA | n Média + DP t p RP ) &
p

- 8 | 179,8 + 132,02
N° total de animais 64,5002 | 0,838 | 1,000 | 0,903
+ 17 | 185,9 + 110,68

- 8 106,1 + 47,36 -
Densidade animal 0,842 | 1,000 | 0,833
+ 17 | 110,41 +47,20 | 0,20123

N° de vacas em - 8 87,1 £ 57,38
lactagao + 17 93,8 £ 60,47

67,000 | 0,954 | 1,000 | 0,770

- 8 2,0+£0,37
Média IA/CN por animal 64,5002 | 0,831 | 0,977 | 0,835
+ 17 2,0+0,52

Taxa anual de mastites - 7 20,8 £9,95
44,5002 | 0,341 | 1,002 | 0,062
(%) + 17 31,2 £ 25,88
Taxa anual de RMF e _ 7 23,5 + 16,61
metrites/endometrites + 17 | 16,9+ 1447 40,5007 | 0,227 1 0,966 | 0,366
(O/\
Taxa anual de abortos - 8 4,0 £ 3,02
65,5002 | 0,884 | 1,006 | 0,487
(%) + 17 4,9 £5,05

Na Tabela 19, encontram-se apresentados os resultados dos testes ELISA em fung¢ao das
condi¢des de biosseguranga das exploracgdes.

Da sua leitura descritiva, observou-se que a prevaléncia de Ac especificos para C. burnetii
nas amostras de BTM de explora¢des que ndo apresentam o seu perimetro vedado em toda a
sua extensao (77,8%) foi superior ao constatado nas exploragdes em que essa condigao se
verifica (42,9%). Exploragdes onde existe contacto de cées e gatos com os animais da
explorag&o, assim como com os locais de armazenamento de alimento e material para as camas,
também demonstraram uma maior positividade no ELISA (75,0%), face as exploragbes onde
esse contacto n&o foi reportado (61,5%).

Nas exploragdes que realizam uma desinfegao regular da maternidade, a prevaléncia de

Ac anti-C. burnetii (78,6%) mostrou-se superior ao observado nas exploragdes que nao praticam
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este procedimento regularmente (40,0%). Adicionalmente, as seis exploragbes que indicaram
nao utilizar o mesmo equipamento de protecdo individual, usado na manipulagao dos produtos
de parto, noutras areas da exploragéo, demonstraram-se todas positivas ao ELISA (100,0%),
comparativamente as exploragdes que o fazem (57,9%)

Relativamente aos chorumes, a prevaléncia de testes ELISA positivos foi de 100% nas
exploragdes que ndo os aplicam nos campos e de 66,7% naquelas que nao realizam qualquer
tratamento a estes residuos antes da sua aplicagdo nos campos. Para a unica exploragao que
indicou realizar algum tipo de tratamento aos chorumes, o resultado do ELISA foi negativo.

A prevaléncia de Ac anti-C. burnetii também se demonstrou superior nas exploragdes que
desparasitam externamente os seus animais (75,0%), comparativamente as que nao realizam
este procedimento (40,0%).

Apesar das diferencas observadas a nivel da prevaléncia de Ac especificos para Coxiella
burnetii, estas nao se revelaram estatisticamente significativas (p>0,05). Como tal, pode afirmar-
se que ndo existem evidéncias da relagdo entre a positividade do ELISA e os indicadores
avaliados no presente estudo.

Novamente, procedeu-se a testagem de significancia das razdes de prevaléncia de ELISA
positivo por cada indicador da exploracdo avaliado, através da realizagdo de regressdes de
Poisson simples, por estimagéo robusta. Como tal, observou-se que a prevaléncia de Ac foi:

e 24 4% superior nas exploragdes com perimetro vedado em toda a sua extensao,
comparativamente as exploragdes onde tal ndo se verifica (RP=1,244; p=0,124);

o 27,6% superior nas exploragbes que realizam uma desinfegdo regular da
maternidade, comparativamente as exploragbes que nao o fazem (RP=1,276;
p=0,827);

e 26,7% significativamente superior nas exploragbes que ndo utilizam o
equipamento usado na manipulacido dos produtos de parto noutras areas da
exploragéo, comparativamente as exploragbes que o fazem (RP=1,267; p<0,001);

e 15,3% superior nas exploragdes onde se procede a desinfegdo das instalagbes
apenas quando necessario, face as exploragdes onde esta pratica é realizada de
forma regular (RP=1,153; p=0,159);

o 20,0% significativamente superior nas explora¢gdes que nao aplicam os proprios
chorumes nos campos, comparativamente as exploragdes que os aplicam sem
tratamento prévio (RP=1,200; p=0,003);

e 40,0% significativamente inferior nas exploragdes que fazem algum tipo de
tratamento dos chorumes, antes da sua aplicagdo nos campos, face as que nao

realizam este procedimento (RP=0,600; p<0,001);
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Tabela 19 - Resultados do ELISA em fungdo das condigcbes de biosseguranca

a: Categoria de referéncia; NA: Ndo aplica; QN: Quando necessario.

das exploragées.

Resultado do ELISA
Wald X2
Indicador Total - + X? p RP
o]
N n % %

Exploragdo com perimetro vedado em | N&o?2 7 4 | 571 429 | 2,824 | 0,156
toda a extensao Sim 18 4 222 |14 | 77,8 1,244 0,124
Contacto de cédes e gatos com os Nao? 13 5 38,5 61,5 | 0,520 | 0,673
animais da exploragéo Sim 12 3 25,0 75,0 1,083 0,466
Contacto de cées e gatos com locais

Nao? 13 5| 385 61,5 | 0,520 | 0,673
de armazenamento de alimento e

Sim 12 3 | 25,0 75,0 1,083 | 0,466
material para as camas

Nao? 6 2 | 333 | 4 | 66,7 | 0,006 | 1,000
Existéncia de maternidade

Sim 19 6 | 316 | 13 | 68,4 1,011 0,937
Desinfecéo regular da maternidade Nao? 5 3 60,0 2 40,0 | 2,537 | 0,262
(n=19) Sim 14 3|1 214 |11 | 78,6 1,276 | 0,148
Utiliza o estrume da maternidade nos Nao 7 2 28,6 71,4 | 0,046 | 1,000 | 1,029 0,827
campos (n=19) Sim? 12 4 | 333 66,7

Nao? 21 7 | 333 |14 | 66,7 | 2911 | 0,188
Chorume é tratado antes da aplicagéo

Sim 1 1 | 100,0 0,0 0,600 | <0,001
nos campos

NA 3 0 0,0 100,0 1,200 | 0,003
O equipamento de protegéo utilizado

Nao 0 0,0 6 | 100,0 | 3,715 | 0,129 | 1,267 | <0,001
na manipulagéo dos produtos de parto

Sim? 19 8 | 421 |11 | 57,9
€ usado noutras areas da exploragéo

Nao? 5 3| 600 | 2 | 40,0 | 2,252 | 0,283 | 1,250 | 0,179
Desparasita externamente os animais

Sim 20 5| 250 | 15| 75,0

1x/ano 13 3| 231 (10| 76,9 | 0,073 | 1,000 | 1,032 | 0,792
Frequéncia da desparasitagao (n=20)

2x/ano? 7 2 28,6 5 71,4
Programa de desinfegao regular das QN2 7 1 143 | 6 | 857 | 1,402 | 0,362 | 1,153 | 0,159
instalagbes Sim 18 7 38,9 | 11 61,1
Aquisicdo de animais de outras Nao? 17 5 294 |12 | 70,6 | 0,164 | 1,000 | 1,050 0,694
exploragdes nos ultimos 5 anos Sim 8 3 37,5 5 62,5

Os pressupostos dos testes paramétricos utilizados no ELISA encontram-se em anexo

na Tabela 22.
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8.4 Discussao

Da anadlise das amostras de BTM, obteve-se uma prevaléncia molecular de Coxiella
burnetii de 56,0%, assim como uma seroprevaléncia de 68,0%.

Estes valores estdo préximos do observado em alguns estudos europeus com bovinos
leiteiros, nomeadamente em Espanha, (51,7% PCR positivo em BTM, 2009/10), Italia (60,3%
PCR positivo em BTM, 2011) e Paises Baixos (56,6% PCR positivo e 78,6% ELISA positivo em
BTM, 2007)_161,162,165

A nivel nacional, o valor de seroprevaléncia apresentado na presente dissertacéo
(68,0%) foi ligeiramente superior ao observado em dois estudos desenvolvidos no Norte de
Portugal, nomeadamente no concelho de Barcelos, muito préximo de Vila do Conde, que
evidenciaram prevaléncias de Ac especificos para C. burnetii de 61,1% (Pimenta et al., 2015) e
62,0% (Maia, 2016) em amostras de BTM de bovinos leiteiros."”?'"7 Em dois estudos, na llha
Terceira (Rodrigues, 2019) e na Regido Centro (Leitdo, 2023), a seroprevaléncia de C. burnetii
mostrou-se superior ao verificado em Rio Mau, verificando-se uma seroprevaléncia de 75,8% e
90,5% em amostras de BTM de bovinos leiteiros, respetivamente.'”®'7® Ainda na Regido Centro,
foram conduzidos dois estudos com recurso a PCR e ELISA, os quais demonstraram uma
prevaléncia molecular de C. burnetii inferior ao observado na presente dissertagdo, com 20,0%
(Anastacio et al., 2016) e 31,0% (Coelho et al., 2022) de exploragbes positivas ao teste de
PCR."7%17® No entanto, um dos estudos demonstrou uma seroprevaléncia bastante superior, com
96,7% das exploragdes positivas para o ELISA, realgando a distribuicao da bactéria na area em
estudo.'”®

Relativamente a regido de Rio Mau, foram observados quatro cenarios distintos, no que
diz respeito ao cruzamento dos resultados obtidos nos testes de PCR e ELISA, com exploragbes
negativas aos dois testes, positivas apenas ao ELISA, positivas apenas ao PCR e positivas a
ambos.

Quatro das exploragdes (16,0%) apresentaram-se negativas tanto para o PCR como
para o ELISA, ndo existindo ndo s6 evidéncias de infecdo ativa, uma vez que o PCR néo
identificou a presenga de DNA de C. burnetii na amostra de BTM, como de um contacto prévio
dos animais da exploracdo com a bactéria, dado que o ELISA nao detetou a presenca de Ac
especificos para a mesma nas amostras de BTM. Tendo em conta que um resultado positivo na
analise de BTM pelo teste de ELISA ocorre quando pelo menos 20% das fémeas lactantes séo
seropositivas, espera-se que a grande maioria dos animais das exploragdes ELISA negativas
nao se encontrem infetados.?’® Adicionalmente, tendo em conta o baixo grau de seropositividade
a nivel animal, e dada a sua proximidade a exploragdes com infegdes ativas, seria vantajoso
para estas exploragbes reforgar as suas medidas de biosseguranga, nomeadamente de
bioexclusdo, e considerar a vacinagédo dos efetivos, uma vez que representam o grupo mais
indicado para se instituirem protocolos de vacinagao.

Por sua vez, sete exploragdes (28,0%) demonstraram-se positivas apenas no teste de

ELISA, ndo demonstrando evidéncias de uma infegdo ativa, mas indicando a presenga de Ac
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anti-C. burnetii nas amostras de BTM. Neste caso, tendo em conta que nenhuma exploragéo
participante no estudo declarou vacinar os seus animais, existem evidéncias de contacto prévio
dos animais com a bactéria. No entanto, a presengca de Ac ndo pode ser associada
exclusivamente a uma infecdo atual, dado que os animais podem permanecer seropositivos
varios anos apos a resolugao de uma infegdo aguda.'”" Adicionalmente, estudos demonstraram
que a seropositividade a nivel animal € maior quando o titulo de Ac na amostra de BTM também
€ superior, sugerindo que, de um ELISA em BTM negativo, ou mesmo de um positivo fraco, pode
esperar-se um numero elevado de animais seronegativos.'%279280 Dado que seis das sete
exploracdes nesta situacdo corresponderam a positivos fracos no teste de ELISA, a vacinagéo
dos animais podera ser uma boa medida de controlo da coxielose a instituir nestas exploragdes.

Quatro exploragdes (16,0%) demonstraram positividade apenas para o teste de PCR,
indicando uma situagdo de infecdo ativa, mas sem presenga de Ac no BTM. Uma amostra de
BTM positiva para o PCR e negativa para o ELISA pode ser explicada por uma insuficiente
sensibilidade do ELISA utilizado ou por se estar na presenga de uma infegdo aguda recente,
onde ainda n3o foi iniciada a producdo de Ac especificos para Coxiella burnetii.'®® Nestas
situagdes, teria sido interessante realizar uma nova analise destas exploragdes, de forma a
compreender se 0s animais eventualmente seroconverteram.

Por fim, dez exploragbes (40,0%) apresentaram positividade tanto no PCR como no
ELISA, evidenciando uma infecdo bem estabelecida na exploragdo, onde estdo presentes
animais a excretar ativamente Coxiella burnetii, com imunidade especifica para a bactéria ja
desenvolvida. Nas exploragdes PCR positivas ha uma importancia acrescida relativamente a
instituicio de medidas de biossegurancga, referidas previamente nesta dissertagéo, de forma a
controlar a evolugdo da doenga na propria exploragdo, a proteger os efetivos vizinhos,
nomeadamente os ndo infetados, e minimizar a ocorréncia de casos humanos de febre Q nos
individuos em contacto direto com estes animais. Nestas exploracdes, pode ainda efetuar-se
uma testagem de amostras de dez em dez animais, de forma a averiguar o nimero de excretores,
e, caso este seja baixo, eventualmente elimina-los e proceder a vacinagéo do restante efetivo.”®

Apesar destes resultados, deve ter-se em conta as limitagbes inerentes a analise de
amostras de BTM através dos métodos de PCR e ELISA.

Nos bovinos, existe uma elevada heterogeneidade relativamente aos padrées de
excrecdo de Coxiella burnetii, podendo a excrecéo ocorrer de forma persistente, intermitente ou
esporadica, com duragdes variaveis. Adicionalmente, esta excreg¢ao ocorre nao so no leite, como
também nos produtos do parto, muco vaginal, fezes, urina e sémen, podendo existir animais a
excretar a bactéria por varias vias simultaneamente.”®8 No entanto, num estudo com 242 vacas
leiteiras naturalmente infetadas, verificou-se que 65,4% dos animais foram detetados como
excretores por apenas uma via, com 33,6%, 20,9% e 10,9% a excretar apenas no leite, fezes e
muco vaginal, respetivamente.?®' Como tal, o facto de uma exploragdo apresentar um resultado
PCR negativo na andlise de BTM, ndo implica necessariamente que 0s animais nao se
encontrem infetados por Coxiella burnetii, podendo existir uma grande proporgéo de animais

infetados que simplesmente ndo excreta no leite ou que apresenta padrbes de excregéo
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esporadicos ou intermitentes, ndo sendo detetados como excretores no momento da colheita da
amostra.

Relativamente a producéo de Ac especificos para C. burnetii, cerca de 65% dos animais
com amostras positivas para o PCR permanece ELISA negativo, sendo que a seroconversao
parece ocorrer mais frequentemente nos primeiros 90 dias de lactacdo, comparativamente ao
periodo de secagem, e em vacas primiparas comparativamente as multiparas.?5>2%2 |sto pode
entdo explicar alguns dos resultados observados, nomeadamente nas exploragbes PCR
positivas e ELISA negativas, sendo que a seronegatividade pode ndo se dever necessariamente
a uma insuficiente sensibilidade do teste de ELISA ou a uma infegdo ativa recente, uma vez que
nao foi considerada a idade, nimero de gestagbes e fase da lactagdo dos animais no presente
estudo.

Ainda que a analise do BTM seja um meio acessivel para detetar doengas infeciosas a
nivel das exploragdes e estimar a sua prevaléncia numa determinada regido, uma grande
limitagdo deste tipo de amostra assenta no facto de apenas contabilizar o leite de animais que
se encontram a contribuir para o tanque no momento da recolha. No presente estudo, dos 4599
animais que integram as 25 exploragdes participantes, apenas 2292 (49,8%) corresponderam a
vacas em lactagao. Os restantes 50,2% incluem as vacas no periodo seco, animais com mastites
clinicas, ou outras condigdes que impegam a sua ordenha, e animais muito jovens que, apesar
de nédo contribuirem para o leite do tanque, podem continuar a excretar C. burnetii para o
ambiente, e consequentemente possibilitar a ocorréncia de falsos negativos nos testes
laboratoriais.?®®> Como tal, para mitigar as possiveis variagdes observadas nos resultados dos
testes laboratoriais ao longo do tempo, e assim garantir uma maior eficiéncia a nivel do
diagnostico, € aconselhada uma analise repetida das amostras de BTM por PCR e ELISA, a
intervalos regulares, principalmente nas situagcbes em que é critico averiguar o estatuto da
exploracéo relativamente a coxielose. 88165255

Na analise das informagdes obtidas nos inquéritos aos produtores, nenhum dos fatores
avaliados revelou uma associagéo estatisticamente significativa com a positividade para os
testes de PCR ou ELISA, podendo, no entanto, comentar-se estes dados de um ponto de vista
descritivo.

Varios fatores apresentaram uma concordancia entre ambos os testes laboratoriais,
estando de acordo com a literatura. O grupo de exploragdes positivas para o PCR, assim como
0 grupo positivo para ELISA, demonstraram uma média superior de namero total de animais,
densidade animal, vacas em lactagéo e incidéncia de mastites, face as exploragbes negativas.
O mesmo foi verificado nas exploragbes que reportaram uma falta de regularidade na desinfegéo
das instalagdes e um contacto de cées e gatos com 0s animais da exploragdo, assim como 0s
locais de armazenamento do alimento e material para as camas. Contrariamente ao esperado,
na analise dos resultados individuais de PCR e ELISA, o grupo que reportou a existéncia de uma
maternidade demonstrou uma maior percentagem de exploragdes positivas, comparativamente
as exploracdes sem maternidade instituida, assim como as exploragcdes que indicaram realizar

uma desinfegao regular deste local, face as que néo realizam este procedimento frequentemente.
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A explicagdo para estes resultados podera assentar no método de limpeza e desinfegcdo da
maternidade, assim como a sua localizagdo na exploragdo. Dado que os produtores nao
forneceram mais detalhes a este respeito, a falha na remogéo da totalidade das camas sujas e
fezes, previamente a colocagéo da palha nova e cal viva, ou mesmo a utilizagao de métodos de
que induzam a formacgao de aerossois, como lavagens a pressdes elevadas, podem constituir
uma possivel explicacdo para estes resultados. Adicionalmente, algumas das maternidades
poderéo estar colocadas de forma a permitir um grande fluxo de ar em diregao a outras areas da
exploragéo, o que permite disseminar a bactéria a outros animais que se encontrem a favor do
vento. O grupo que n&o adquiriu novos animais nos ultimos cinco anos também demonstrou uma
percentagem de exploragdes ligeiramente superior, tanto a nivel do teste de PCR como do
ELISA, face as exploragdes que nao o fizeram. Ainda que seja considerado um fator de risco,
existe sempre a possibilidade de se adquirirem animais de explora¢des seronegativas, o que
pode ter sido o caso nas exploragcdes em estudo.

Os restantes fatores avaliados ndo demonstraram concordancia entre os dois testes
laboratoriais. Em relagdo ao PCR, o grupo com o perimetro vedado em toda a sua extensdo
apresentou uma maior percentagem de exploragdes positivas, face ao grupo onde esta situagao
nao se verifica. No entanto, foi verificado o contrario em relagao ao teste de ELISA. O mesmo foi
observado relativamente a taxa anual de retengdo de membranas fetais, metrites e endometrites,
e a pratica de desparasitacdo dos animais, sendo que as exploracdées com uma maior taxa e que
ndo desparasitam os seus animais demonstraram uma maior percentagem de PCR positivo,
contrariamente ao verificado em relagdo ao ELISA. A utilizacdo de equipamentos diferentes na
maternidade e nas outras areas da exploragdo também demonstrou uma percentagem menor de
exploragbes positivas ao PCR, contrariamente ao verificado no ELISA, em que todas as
exploracdes que declararam ter esse cuidado revelaram seropositividade.

A nao concordancia nos testes laboratoriais em alguns dos fatores avaliados podera estar,
em parte, relacionada com a elevada percentagem de animais excretores que ndo
seroconvertem, assim como a possivel persisténcia de Ac durante varios anos apés o término
da infegéo, tal como ja referido anteriormente. Adicionalmente, apesar de ter sido realizado de
uma forma padronizada e sempre pelo mesmo entrevistador, o inquérito apresenta uma grande
limitacdo, uma vez que cada produtor formula a sua propria interpretagdo face as questdes
colocadas e nem todos apresentam o mesmo grau de conhecimento relativamente aos varios
fatores avaliados. Além disso, foram apenas avaliadas 25 exploragdes, com alguns dos fatores
a apresentar uma reduzida representatividade neste estudo, sendo que, futuramente, seria
benéfico avaliar-se uma amostra superior de exploracdes, possivelmente revelando associagdes
estatisticamente significativas, ndo encontradas no presente estudo.

Por fim, todos os produtores foram questionados relativamente ao seu grau de
conhecimento da febre Q, com a maioria (68,0%) a desconhecer a doenga. No entanto, os 32,0%
que afirmaram conhecer a designagao de febre Q, admitiram nao conhecer a sintomatologia
associada. Adicionalmente, apenas um produtor declarou conhecer o termo “zoonose” e,

consequentemente, que a febre Q integra a lista de zoonoses conhecidas. Uma das
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responsabilidades do médico veterinario é precisamente manter os produtores informados e
atualizados relativamente a varias doengas, nomeadamente as zoonoses, de forma a poderem
proteger-se a si mesmos e aos seus efetivos. Nesse sentido, no dia 18 de outubro de 2023, com
apoio da CEVA Portugal e da CAVC, foi realizada uma palestra aberta a todos os produtores,
agrénomos, médicos e médicos veterindrios, assim como quaisquer outros individuos
interessados. Primeiramente, foi realizada uma breve introducdo da febre Q, com énfase na
sintomatologia, métodos de diagnostico e medidas de controlo, assim como os resultados dos
testes laboratoriais e da analise da informacéao obtida nos inquéritos aos produtores de Rio Mau.
Foi reforcado o carater zoonoético da doencga, enfatizando a necessidade da utilizagdo de
equipamentos de prote¢ao individual, principalmente na manipulagao de materiais resultantes de
partos e abortos em exploragdes positivas, contando também com a participagcédo de um individuo
que contraiu febre Q varios anos antes da realizagédo do presente estudo. Este descreveu todo o
processo, desde as razbes que o levaram a ser exposto a Coxiella burnetii, uma vez que
contactava frequentemente com pequenos ruminantes, até ao diagnéstico de febre Q e
complicagcbes a longo prazo que persistem até aos dias de hoje, terminando com o

esclarecimento de todas as duvidas que surgiram no seguimento da palestra.
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8.5 Conclusao

Em suma, foi possivel concluir que a Coxiella burnetii se encontra bastante disseminada
na regido de Rio Mau, com mais de metade das explora¢cdes a demonstrarem evidéncias de
infecdo ativa e/ou exposicao prévia a bactéria.

Da analise dos dados obtidos nos inquéritos, ainda que ndo tenham sido encontradas
associagOes estatisticamente significativas com a positividade dos testes de PCR e ELISA, foi
possivel constatar que algumas das exploragées tém ja instituidas boas medidas de maneio e
biosseguranca, havendo, no entanto, margem para melhorar.

Apesar da resisténcia esperada por parte dos produtores, o uso de mascara na
manipulagdo de produtos de parto ou aborto deve ser encorajado, principalmente nas
exploragbes onde seja comprovada a excregao ativa de C. burnetii, em conjunto com o restante
material de protecdo individual descartavel. A instituicido de um local especifico para os partos
também é aconselhada, uma vez que o isolamento dos animais parturientes, geralmente com
maiores niveis de excregdo, é muito importante para minimizar a contaminagdo ambiental,
quebrar a circulacdo da bactéria na exploragdo e, assim, controlar a sua disseminacdo aos
restantes animais. No entanto, o local escolhido para o efeito, assim como os métodos utilizados
na sua limpeza e desinfegao, devem ser efetuados com base no descrito anteriormente, de modo
que estas medidas possam ser consideradas eficazes. Adicionalmente, o material de protecao
utilizado na maternidade ndo deve ser utilizado noutras areas da exploragéo, de forma a impedir
o transporte mecanico de C. burnetii pelas instalagbes, e todos os produtos resultantes de partos
e abortos devem ser incinerados ou enterrados com aplicagéo de cal.

No futuro, seria interessante aumentar a area de estudo e o nimero de exploracdes
participantes, uma vez que determinados fatores demonstraram uma baixa representatividade,
impossibilitando a formulagao de conclusdes mais seguras. Adicionalmente, sugere-se um
método de testagens repetidas, a intervalos regulares, de forma a averiguar possiveis alteragdes
da excrecgdo da bactéria e/ou seropositividade nas exploragdes envolvidas.

Por fim, o testemunho do convidado da palestra realizada na CAVC evidenciou um
aspeto muito importante, tendo em conta que o diagndstico de febre Q s6 foi formulado depois
do médico veterinario assistente da exploragao onde o individuo trabalhava ter reconhecido os
seus sintomas. O médico veterinario, sabendo que a exploragdo de pequenos ruminantes era
positiva para coxielose, e apds ter conhecimento da sua situagdo, aconselhou-o a pedir a
testagem para Coxiella burnetii, resultando na instituigao do tratamento adequado e consequente
melhoria da sintomatologia. Este exemplo vem reforgar a importancia de se estabelecerem vias
de comunicacédo entre todas as areas da saude, no ambito do conceito One Health, de forma a

possibilitar uma detecao e prevencdo de doengas mais eficiente.
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9 Anexos

Tabela 20 - Inquérito realizado aos produtores de Rio Mau, Vila do Conde.

Condigdes gerais da exploragao e saude do efetivo

- Marca da exploragao:

- Area coberta dedicada aos animais (m?):

- N° total de animais:

- N° de vacas em lactagao:

- N° médio de IA’s/CN’s por animal para que este fique gestante:

- Incidéncia de mastites (%):

- Incidéncia de RMF e Metrites/Endometrites: (%):

- Incidéncia de abortos (%):

Condigoes de biosseguranga da exploragao

- A exploragado é vedada em toda a sua extensao?

- Ha contacto de cées e/ou gatos com os animais da exploracéo?

- Ha contacto de cées e/ou gatos com o local de armazenamento do alimento

e do material para as camas?

- A exploragao possui um local especifico para a ocorréncia dos partos?

- Se sim, desinfeta-o regularmente?

- Se sim, utiliza os estrumes resultantes nos campos?

- Utiliza os chorumes nos campos?

- Se sim, aplica algum tratamento prévio?

- Qual o destino dos produtos de parto?

- Que equipamentos de protegao individual utiliza quando os manipula?
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- Utiliza os mesmos equipamentos noutras areas da exploragéo? Sim Nao

- Desparasita externamente os seus animais? Sim___ Nao___
- Fornece vestuario e calgado proprio a visitantes? Sim___ Nao____
- Tem instituido algum programa regular de limpeza e desinfegéo das instalagbes? Sim___ Nao____
- Adquiriu animais de outras exploragdes nos ultimos 5 anos? Sim___ Néo____

Grau de conhecimento em relagao a Febre Q

- Ja ouviu falar da Febre Q? Sim___ Néo___
- Sabe o que é uma zoonose? Sim___ Nao___
- Sabe que a Febre Q se classifica como uma zoonose? Sim___ Nao___
- Tem historial de casos de Febre Q na sua exploragédo? Sim___ Néo__

- Se sim, em que periodos?

- Vacina os seus animais contra a Febre Q? Sim Nao

Tabela 21 - Pressupostos dos testes paramétricos (PCR).

Tests of Normality Levene's Test for Decisao

Resultado Shapiro-Wilk Equality of Variances de Teste
PCR Statistic  df Sig. F p a realizar

N° Total de animais Negativo ,845 1 ,036 Nao Paramétrico
Positivo ,951 14 571 Mann-Whitney

Densidade animal Negativo ,942 1 547 0,931 0,345 Paramétrico
Positivo ,931 14 315 T

N° de vacas em lactagado Negativo ,872 1 ,083 0,000 0,983 Paramétrico
Positivo ,928 14 ,290 T

Média IA+CN / Animal Negativo 911 1 ,248 1,022 0,323 Paramétrico
Positivo 911 14 ,164 T

Taxa Anual de mastites (%) Negativo ,871 11 ,080 Nao Paramétrico
Positivo ,848 13 ,027 Mann-Whitney

Taxa Anual de RMF e Negativo ,822 11 ,018 Nao Paramétrico

Metrites/Endometrites (%)  Positivo ,804 13 ,008 Mann-Whitney

Taxa Anual de abortos (%) Negativo ,687 11 <,001 Nao Paramétrico
Positivo ,901 14 ,(115 Mann-Whitney
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Tabela 22 - Pressupostos dos testes paramétricos (ELISA).

Tests of Normality Levene's Test for Decisao
Resultado Shapiro-Wilk Equality of Variances de Teste
ELISA Statistic  df Sig. F p a realizar
N° Total de animais Negativo ,942 8 ,632 Nao Paramétrico
Positivo ,881 17 ,033 Mann-Whitney
Densidade animal Negativo ,982 8 ,971 0,077 0,783 Paramétrico
Positivo 977 17 ,927 T
N° de vacas em lactagado Negativo ,964 8 ,843 Nao Paramétrico
Positivo ,853 17 ,012 Mann-Whitney
Média IA+CN / Animal Negativo ,909 8 ,348 Nao Paramétrico
Positivo 877 17 ,029 Mann-Whitney
Taxa Anual de mastites (%) Negativo ,872 7 ,195 Nao Paramétrico
Positivo ,818 17 ,004 Mann-Whitney
Taxa Anual de RMF e Negativo ,916 7 ,438 Nao Paramétrico
Metrites/Endometrites (%)  Positivo ,761 17 <,001 Mann-Whitney
Taxa Anual de abortos (%) Negativo ,866 8 ,136 Nao Paramétrico
Positivo ,696 17  <,001 Mann-Whitney
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